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Resume 
Les produits de glycation avancee resultent d'une reaction chimique entre les sucres 
reducteurs, comme le glucose, avec les proteines et ainsi causer la reticulation des tissus 
exposes. L'hyperglycemic chronique observe dans la pathologie du diabete expose les 
tissus a des concentrations de glucose beaucoup plus importantes et amplifie la formation 
de reticulations. Les tissus vasculaires sont la voie de distribution peripherique du 
glucose et en sont done' directement exposes. La reticulation du systeme circulatoire 
serait la cause de complications majeures associees au diabete. Afin de mieux 
comprendre 1'impact de la reticulation sur les vaisseaux sanguins, nous avons effectue 
des analyses mecaniques de differents elements structurels composant les tissus 
vasculaires comme le collagene et les cellules endotheliales. Nous avons, dans un 
premier temps, etudie les proprietes mecaniques du collagene dans des experiences 
mecaniques sur des fibres de collagene. La microscopie a force atomique nous a permis 
d'identifier des determinants structuraux majeurs dans la comprehension de la mecanique 
d'elongation des tissus de collagene. Des experiences mecaniques, suite a une 
reticulation par les produits de glycation avancee, ont revele que le collagene reticule 
perd une grande partie de sa capacite a dissiper la tension appliquee a sa structure. De 
plus, dans la phase « Toe », representant le regime de fonctionnement physiologique et 
associee a une phase de deformation non lineaire, les fibres de collagene requierent une 
depense d'energie beaucoup plus importante pour leur deformation. Le collagene reticule 
par les produits de glycation avancee s'avere effectivement beaucoup plus rigide et 
cohesif. Ainsi, dans le contexte d'un tissu vasculaire, la reticulation par les produits de 
glycation avancee pourrait affecter leurs proprietes mecaniques ce qui aurait des impacts 
directs sur la rigidite et la compliance des vaisseaux sanguins. Parallelement, nous avons 
mesure 1'impact de la reticulation sur la rigidite des cellules endotheliales suite a une 
exposition chronique a de fortes concentrations de glucose par une methode de 
spectroscopie de force derivee de la microscopie a force atomique. Les cellules 
endotheliales exposees a une forte concentration de glucose sont beaucoup plus rigides. 
Cette rigidite accrue serait associee a la formation de reticulations par les produits de 
glycation avancee. L'hyperglycemic diabetique favorise la reticulation de l'endothelium 
pour en modifier sa structure et affecter ses fonctions. Nous pensons que les impacts de 
la reticulation sur ces deux elements des tissus vasculaires sont des facteurs majeurs de la 
rigidification des vaisseaux sanguins et de la dysfonction endotheliale. Ces phenomenes 
sont d'ailleurs clairement identifies comme des causes directes des complications 
associees au diabete comme l'hypertension et l'arteriosclerose. 
Mots cles : Diabete, AGE, reticulation, collagene, cellules endotheliales 
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Introduction 1 
1- Introduction 
1.1- La glycation 
La glycation est une reaction chimique non controlee entre les sucres reducteurs et les 
amines primaires pour former les produits de glycation avancee. II s'agit d'une reaction 
assez lente dont les produits peuvent s'accumules dans le temps. Dans un organisme 
comme l'homme, le sucre reducteur le plus abondant est le glucose (Figure la). Les 
amines primaires sont abondamment presentes sur les acides amines qui composent les 
proteines. Deux acides amines sont particulierement susceptibles a reagir avec les sucres 
reducteurs : la lysine et l'arginine qui possedent une amine primaire sur leur chaine 
laterale puisque les chatnes laterales ne sont pas impliquees dans la liaison peptidique lors 
de la formation des proteines (Figure lb). II est a note que la reaction de glycation est par 
contre beaucoup moins favorisee sur l'arginines puisque son amine primaire est en 
resonance avec son amine secondaire. La glycation est aussi parfois appelee 
glycosylation non enzymatique. Le processus de la glycosylation est une reaction 
enzymatique ajoutant un polysaccharide a une proteine lors de la maturation des proteines 
dans le reticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi. Cette modification post-
traductionnel est controlee par les enzymes et la structure des proteines (motifs de 
glycosylation), mais ne sera pas discute dans ce memoire. La glycation forme des 
produits de glycation avancee (AGEs) qui peuvent causer des changements structuraux 
important sur les proteines comme la reticulation. 
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Figure 1 : Structures du glucose et des acides amines Lysine et Arginine 
A) Structure du glucose sous sa forme pyrannose en solution et sa forme aldose 
reductrice. B) Les acides amines Lysine et Arginine. Ces acides amines possedent une 
amine primaire sur leur chaine laterale ce qui les rendent susceptibles a une reaction de 
glycation. 
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1.1.1- La chimie des AGEs 
D'un point de vue chimique, la glycation s'appelle la reaction de Maillard 
(MAILLARD et ah, 1912). Historiquement, elle decrivait la pigmentation lors de la 
cuisson (caramelisation) et la conservation des aliments (Figure 2). Elle se passe entre la 
forme aldose reductrice du glucose et les amines primaires pour former une base de 
Shiff. Suite a cette reaction la base de Shiff peut subir un rearrangement d'Amadori pour 
former un produit d'Amadori (AMADORI, 1925). Ces produits d'Amadori s'accumulent 
dans les proteines et peuvent par la suite reagir avec une seconde amine primaire pour 
former une reticulation (crosslink) entre deux acides amines ou deux proteines distinctes. 
Le produit d'Amadori peut egalement se decomposer en oc-oxoaldehydes comme le 
glyoxale, le methylglyoxale et le 3-deoxygluxosone. Ces a-oxoaldehydes peuvent eux 
aussi reagir avec les acides amines pour former des AGEs. Ces produits sont grandement 
favorises par des conditions oxydantes et les metaux de transition et sont aussi appeles 
produits de glycoxydation avancee (ULRICH et ah, 2001). De plus le glyoxale et le 
methylglyoxale sont des metabolites de la glycolyse ce qui fait du glucose une source 
directe de ces reactifs causant des AGEs (BROWNLEE, 2001). Une liste des principales 
structures de AGEs est illustree a la Figure 3. Certain de ces AGEs comme la pentosidine 
emettent de la fluorescence a 440 nm lorsque qu'excite a une longueur d'onde de 370 nm 
(ULRICH etal, 2001). 
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Figure 3 : Structures de AGEs communes 
Structure de differents AGEs connus selon Basta et al. Certaine de ces structures 
forment des reticulations entre les proteines. La forme predominant? dans l'organisme 
est le CML. Notez que certaines structures comme MOLD, GOLD et la pentosidine 
possedent une auto fluorescence lorsqu'elles sont excitees a 370 nm. 
1.2- Le Glucose 
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1.2.1- Le Paradoxe 
Le glucose est l'element cle de la glycation tout en etant un element essentiel a la survie 
du regne animal. II s'agit d'un compose organique (C6H12O6) et necessaire comme 
source d'energie a l'organisme humain. De par son hydrolyse, le corps est en mesure de 
se procurer l'energie necessaire au fonctionnement de la respiration cellulaire. Le 
processus commence dans la digestion, par 1'hydrolyse enzymatique de sucres plus 
complexes (polysaccharides) puis son absorption pour etre distribue a travers le corps par 
le sang. II est ensuite capte par les cellules selon leurs besoins energetiques et hydrolyse 
par diverses enzymes dans les reactions de glycolyse, le cycle de Krebs et la chaine 
respiratoire. Ultimement, le glucose mene a la production d'ATP qui est la source 
d'energie raffine utilisee par les divers processus cellulaires comme le transport actif, la 
biosynthese de composantes biologiques telles les proteines, la motilite et la division 
cellulaire. D'un point de vue evolutif, le glucose est le meilleur choix comme molecule 
energetique puisqu'il est le sucre reducteur le moins reactif probablement du a sa forme 
pyranose predominante en solution aqueuse (BUNN et al, 1981). Bien qu'il soit peu 
reactif avec les amines primaires, sont abondance surtout dans des cas d'hyperglycemie le 
rend inevitablement implique dans la reaction de glycation. L'evolution a aussi favorise 
l'organisme a absorber le plus efficacement possible le glucose afin de palier aux 
periodes creuses comme les famines. Paradoxalement, avec 1'industrialisation de 
Valimentation et les changements de mode de vie du dernier siecle, l'organisme recoit des 
quantites de glucose plus que necessaires a son bon fonctionnement rendant le glucose, 
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pourtant source d'energie, un poison pour les proteines et les cellules lorsqu'il est en trop 
grande quantite par la formation de produits de glycation avancee (AGEs). 
1.2.1.1- La regulation glycemique 
L'homeostasie glycemique est primordiale dans le maintient des fonctions physiologique. 
Puisque 1'absorption de nutriments se fait de facon intermittente, Porganisme a developpe 
un systeme de stockage et de redistribution du glucose en cas de besoin pour maintenir 
une concentration suffisante aux besoins du corps. L'organisme regule normalement la 
concentration de glucose entre 4,4 et 6,1 mM. Lorsque la concentration sanguine est 
inferieure, il s'agit d'un etat d'hypoglycemie et lorsque la concentration est superieure on 
parle d'hyperglycemic. Bien qu'un etat hypoglycemique prolonge puisse causer la mort, 
l'hypoglycemie n'est generalement pas associee a une maladie. L'hyperglycemic 
chronique, quant a elle, est associee au diabete sucre, ou mellitus, et a diverses 
complications qui en decoulent. L'hyperglycemie favorise d'ailleurs beaucoup les 
processus de glycation des proteines. Ces AGEs ont de multiples effets directs et 
indirects sur l'organisme pouvant etre des facteurs pathologiques causants plusieurs 
complications reliees au diabete. Les AGEs sont responsables de changements 
physicochimiques de diverses proteines et entraine un fonctionnement anormal de divers 
types cellulaires (BASTA et al., 2004). Dans un cas normal, aim d'eviter 
l'hyperglycemie, la strategic de l'organisme est la regulation de la glycemie par un 
systeme de stockage hepatique et peripherique du glucose controle par une hormone ; 
l'insuline. 
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1.2.1.2- L'insuline, les Generalites 
Bien que controversy l'insuline aurait ete decouverte par Nicolae Paulescu avant la 
Premiere Guerre Mondiale, mais seulement publiee apres celle-ci (PAULESCU, 1921). 
Ce sont Frederick Grant Banting (BANTING et al., 1922) et John Macleod qui furent 
credites de la decouverte par le Prix Nobel de Physiologie en 1923 suite a leurs travaux 
sur 1'isolation et la premiere utilisation clinique de l'insuline chez l'humain effectues 
avec leurs collaborateurs Charles Best et James Collip. Peu de temps apres leur Prix 
Nobel, en 1923, la compagnie pharmaceutique Eli Lilly offre sont aide et est en mesure 
de produire de l'insuline purifiee a grande echelle tres rapidement. 
Trois autres Prix Nobel ont ete attribues suite a des travaux sur cette hormone. Elle est la 
premiere proteine a avoir ete sequencee par Frederick Sanger qui recut le Prix Nobel de 
Chimie en 1958. Dorothy Crowfoot Hodgkin recut le Prix Nobel de Chimie en 1964 
pour le developpement de la cristallographie suite en grande partie a ses travaux par 
diffraction aux rayons X sur la conformation de l'insuline. Finalement, Rosalyn Sussman 
Yalow recut le Prix Nobel de Medecine en 1977 pour le developpement du radio-immuno 
assai des hormones peptidiques et principalement de l'insuline. 
1.2.1.3- L'insuline, la Structure et fonction 
L'insuline est produite par les cellules p du pancreas. II s'agit d'une hormone peptidique 
formee de deux chaines polypeptidiques reliees par des ponts disulfures. Elle est stockee 
dans des vesicules et generalement secretee suite a une augmentation sanguine de 
glucose. Dans un cas normal, lors d'une hyperglycemic, suite a un repas par exemple, 
l'insuline secretee agit principalement au niveau du foie, des cellules adipeuses et 
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musculaires. Les effets sont de favoriser l'entre du glucose dans ces tissus entre autre par 
la translocation du transporteur du glucose GLUT4 a la membrane et de moduler 
Pactivite de diverses enzymes anaboliques tel les enzymes impliquees dans la synthese 
du glycogene. La resultante est done une diminution sanguine du glucose par une 
augmentation du stockage hepatique et peripherique. L'insuline est la seule hormone 
hypoglycemiante connue a ce jour tel qu'indique dans le Tableau 1. Un 
disfonctionnement dans sa production, sa secretion ou sa signalisation peut produire un 
etat hyperglycemique chronique qui est associe au diabete mellitus. 
Tableau 1 : Liste des differentes hormones qui agissent sur la glycemie 
(Inspire de MARIEB 1998) 
Hormone Tissu d'origine Effets Metaboliques Effets sur la glycemie 
Augmente l'entre du glucose dans les cellules, 
Insuline Cellules b pancreas augmente le stockage de glucose, Diminution 
augmente les voies anabolique et inhibe les voies cataboliques 
Glucagon Cellules a pancreas Augmente la glycogenolyse et la neoglucogenese Elevation 
Somatostatin Cellules D pancreas Inhibe la secretion d'lnsuline, de glucagon, de GH, d'ACTH Elevation 
de gastrine et de secretine 
Epinephrine Meduliosurrenale Augmente la glycogenolyse et la relache acides Elevation 
gras du tissu adipeux 
Cortisol Corticosurrenale Augmente la neoglucogenese et antagonise l'insuline Elevation 
ACTH Adenohypophyse Augmente la relache de Cortisol et la relache Elevation 
acides gras du tissu adipeux 
GH Adenohypophyse Antagonise l'insuline Eievation 
Thyroxine Thyroi'de Augemente la glycogenolyse et I'absorption du glucose Elevation 
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1.2.2 Le diabete 
Lorsque l'organisme n'est plus en mesure de controler la concentration de glucose 
disponible dans le sang, on retrouve une hyperglycemic maintenue de facon chronique : 
le diabete mellitus ou Sucre. Le diabete est done un desordre metabolique chronique qui 
affecte l'homeostasie glycemique et le bon fonctionnement du systeme hormonal de 
l'insuline. 
1.2.2.1-Le Diabete, les Statistiques 
Notre societe est de plus en plus affectee par le diabete. De fait, depuis quelques annees, 
1'Organisation Mondial de la Sante considere le diabete comme une epidemie globale 
avec un total de 171 millions de personnes affectees par cette maladie en 2000. La 
progression de la maladie est tres elevee meme dans les economies emergeantes comme 
la Chine et dans les pays en developpement ou en voie de developpement. 
Au Etats-Unis, l'Association Americaine du Diabete a enregistre une augmentation de 
13,5 % de cas de diabete de 2005 a 2007 atteignant tout pres de 24 millions d'Americains 
soit 8 % de la population et estime que 25 % de ces cas de diabete ne sont meme pas 
diagnostiques. De plus 57 millions d'americain sont diagnostiques prediabetiques et 
presentent des risques cardiovasculaires accrus. 
Au Canada, e'est plus de 2 millions de canadiens qui sont atteints du diabete et les couts 
du systeme de sante pour traiter le diabete et les complications associees pourraient 
atteindre pres de 16 milliards $ par annee en 2010. 
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1.2.2.2-Le Diabete, l'Historique 
On connait le diabete mellitus (diabete sucre) depuis des siecles. Le mot diabete est 
d'ailleurs derive du grec et signifie «traverse par l'eau» (urine et soif excessive) et 
mellitus provient du latin et signifie « miel » (urine sucree). Les symptomes sont en effet 
decrits dans la Grece, l'Egypte, la Chine, l'lnde et la Perse antique. lis sont normalement 
une polyurie, une soif excessive (polydipsie) accompagnee parfois d'une faim excessive 
(polyphagie), une possible deshydratation et une excretion de glucose par voie urinaire 
(glycosurie). 
1.2.2.3- Le Diabete, les Generalites 
Evidemment, ces symptomes sont principalement causes par le debalancement osmotique 
produit par la grande concentration de glucose. En effet, lorsque la concentration de 
glucose depasse la capacite des reins a le reabsorber activement au niveau du tubule 
proximal (9 a 10 mM), le surplus de glucose eleve l'osmolarite de Purine empechant les 
reins de reabsorber l'eau et augmente le volume d'urine. 
1.2.2.4- Le Diabete, le Diagnostique 
De facon plus clinique, la glycemie normale se situe entre 4,4 et 6,1 mM. Les criteres de 
diagnostique du diabete sont: une glycemie au hasard superieur ou egale a 11,1 mM 
et/ou une glycemie a jeun superieur ou egale a 7 mM et/ou une glycemie superieur ou 
egale 11,1 mM deux heures apres surcharge orale de glucose produite avec 75 g de 
sucre. II existe differents types de diabetes mellitus. Ceux-ci sont divises sur la base de 
1'hyperglycemic resultant d'un defaut dans la secretion de Pinsuline, de Taction de 
Introduction 12 
1'insuline ou les deux (ANONYM 2003). Les deux principaux types de diabete mellitus 
sont le diabete de type 1 et le diabete de type 2. Par ailleurs, une glycemie au dessous des 
limites inferieurs du diabete, mais au-dela des limites superieurs normales est consideree 
comme un etat pre diabetique propice au developpement du diabete de type 2 et 
comportant des risques de complications. Ceci semble moins bien defini pour le 
diagnostique avant coureur du diabete de type 1, mais l'un des signaux de diagnostique 
du diabete de type 1 est l'apparition de corps cetoniques dans les urines. Finalement, 
dans tout les cas de diabete, il est egalement possible de doser la glycation de 
l'hemoglobine ce qui reflete la glycemie des 2 a 3 derniers mois. En effet, une glycation 
superieur a 7% de l'hemoglobine (HbAlc) represente un mauvais controle de la glycemie 
et est associee a l'augmentation des risques de complications associees au diabete. 
1.2.2.5- Le Diabete de type 1 
Le diabete type 1 est aussi connu sous le nom de diabete juvenile puisque cette maladie 
se developpe souvent chez l'enfant, l'adolescent et le jeune adulte. II est aussi 
insulinodependant puisqu'il se caracterise normalement par une incapacity a produire de 
1'insuline et represente environ 10 % des cas de diabete mellitus. Les causes sont parfois 
idiopathiques, mais decoulent souvent d'une reaction auto-immune entrainant la 
destruction des cellules (3 du pancreas. Le diagnostique est souvent fait suite a une autre 
infection, sans necessairement etre la cause de la maladie. II est souvent accompagne 
d'une perte de poids musculaire et adipeuse et une asthenie (fatigue physique, 
psychologique et perte de libido). Les complications directes sont la deshydratation et 
l'acidocetose. Le traitement est generalement 1'administration d'insuline exogene pour 
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combler au manque physiologique d'insuline. II existe plusieurs types d'insulines 
vehicules par differentes voies d'administration developpees depuis le debut du 20e 
siecle. De plus, une administration controlee de trois fois et plus par jour demontre un 
effet enorme sur le developpement des complications. (The Diabetes Control and 
Complications Trial Research Group, 1993) 
1.2.2.6- Le Diabete de type 2 
Le diabete de type 2 est aussi appele diabete de l'age murpuisque environ 20 % des 
personnes agees de 65 et plus souffrent de ce type de diabete. II est par contre en 
progression dans tous les groupes d'age. II estnon insulinodependant, mais plutot 
insulinoresistant. En effet, c'est la reponse des cellules cibles de l'insuline qui est 
defaillante et ne regulent plus la glycemie de facon aussi efficace laissant une 
concentration de glucose anormalement eleve de fa9on chronique. Le mecanisme menant 
a la resistance a l'insuline est generalement attribue a la production d'hormones 
adipocrines par les adipocytes augmentant de facon generale un etat inflammatoire par la 
secretion de mediateurs comme le TNFa, IL-1 et IL-6. Cet etat inflammatoire inhibe la 
reponse a l'insuline (FULOP et al, 2006). De plus, puisque l'absorption hepatique et 
peripherique est inhibee, 1'hyperglycemic residuelle entraine une surproduction d'insuline 
qui peut causer a long terme une degenerescence des cellules p. Les causes du diabete de 
type 2 sont nombreuses et souvent liees a l'environnement et au style de vie. II y a tout 
d'abord une forte correlation de ce type de diabete avec l'obesite. En effet, 50 a 60 % des 
diabetiques type 2 sont obeses. De plus, il.y a d'importants facteurs genetiques comme 
les antecedents familiaux ou l'origine ethnique (le peuple des premieres nations par 
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exemple). La maladie presente souvent tres peu de symptomes durant plusieurs annees 
reduisant considerablement les chances de diagnostique precoce. Les traitements pour 
le diabete de type 2 sont nombreux, mais generalement un changement de diete, de 
l'activite physique et une perte de poids sont des etapes cles du controle de la glycemie. 
Les agents pharmacologiques pour traiter le diabete les plus souvent utilise sont les 
biguanides comme la metformine en combinaison avec les sulfonylurees. Le mecanisme 
d'action de la metformine n'est pas encore totalement connu, mais diminuerait des voies 
cataboliques du glycogene hepatique et l'absorption du glucose par le systeme gastro-
intestinal puis favoriserais l'utilisation peripherique du glucose. Les sulfonylurees se 
lient aux canaux potassiques ATP dependants des cellules P du pancreas et favorise la 
depolarisation qui mene a la secretion de l'insuline. II existe d'autres classes de 
medicaments utilisees dans le traitement du diabete de type 2 comme l'indique le Tableau 
2. Finalement, dans des cas d'obesite grave et echec des autres traitements, il est possible 
de proceder a des interventions chirurgicales comme une deviation gastrique. 
Tableau 2 : Tableau des classes de medicaments utilises dans le traitement du 
diabete de type 2 
( SKAMAGAS et al, 2008) 
Classes de medicaments Mode d'action • 
Metformine inhibition de la neoglucogenese hepatique et augmentation de i'utilisation du glucose peripherique 
Sulfonylurees Stimulation de la sdcretion d'insuline par liason aux cannaux K* ATP dependants 
Thiazolidiredzones Liaison a PPARy stimule certains genes qui altenues la resistance a l'insuline 
Irhibiteurs a-Glucosidase Saccharidesilnhibiteurs competittifs de I'enzymes a-glucosidase 
Meglitinides Stimulation de la secretion d'insuline par liason aux cannaux K+ ATP dependants 
Peptides Gl'jcagon-hke Augmenlent la production et la secretion d'insuline, inhibe la secretion de glucagon, nhibe la 
vidange gastrique et augmente la satiete 
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1.2.2.7- Le Diabetes, les Autres 
Diabete gestationnel 
Ce type de diabete survient temporairement durant la grossesse et disparait apres 
1'accouchement. Les causes exactes ne sont pas connues, mais les hormones de 
grossesses ainsi que l'augmentation des tissus adipeux pourraient causer une resistance a 
l'insuline. 
Diabetes genetiques 
II existe un type de diabete rare, le diabete MODY. Ce sont des diabetes genetiques 
autosomiques dominants. Les mieux connue sont le MODY 2 et le MODY 3. Le MODY 
2 affecte le gene de la glucokinase produisant une enzyme moins sensible au glucose 
dans le foie et les cellules (3 et ne declenche pas la secretion de l'insuline normalement. 
Le MODY 3 affecte le gene du facteur de transcription hepatique l a important dans la 
differentiation des cellules p. 
1.3- Les complications 
L'hyperglycemie chronique dans les cas de diabete entraine de graves complications a 
long terme. En effet, le diabete a ete decele comme facteur de risques majeurs pour 
diverses complications touchant divers tissus et organes affectant particulierement la 
micro et macro-circulation tel l'atherosclerose (ARONSON et al, 2002; BASTA et al, 
2004; GOLDIN et al, 2006; ZIEMAN et al, 2004), l'hypertension (REDDY, 2004a), la 
retinopathie (STITT et al, 2005; YAMAGISHI etal, 2008), la nephropathie (SUZUKI 
et al, 2006; YAMAMOTO et al, 2005), 1'impotence (MUSICKI et al, 2007). Les 
complications incluent aussi la neuropathie (SUGIMOTO et al, 2008) et les cataractes 
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(STITT et al, 2005). Dans toutes ces complications, un element a ete identifie comme 
etant la source des dysfonctions : la glycation des proteines. 
1.3.1- Modifications directes des AGEs et leurs effets 
La glycation affecte directement la structure et la fonction des proteines et est un facteur 
important dans le developpement des complications associees au diabete. Par exemple, 
les proteines structurelles comme le collagene font parties de la tunique externe des 
parois vasculaires. Puisque ces proteines ont une longue duree de vie, elles sont 
particulierement exposees longtemps au glucose environnant causant la reticulation de sa 
structure. La glycation affecte l'elasticite du collagene (REDDY et al, 2002; REDDY, 
2004b) et augmentant entre autre la rigidite vasculaire (BAILEY, 2001; BROWNLEE et 
al, 1986; REDDY, 2004a; SELL et al, 1989; SIMS et al, 1996). De plus, la glycation 
reduit la susceptibilite des proteines matricielles a etre degradees par les enzymes comme 
les metaloproteinases (GREENWALD, 2007) ce qui peut causer une accumulation de 
matrice dans les tissus et en augmenter le volume comme dans certain cas d'hypertrophie 
ventriculaire (BIRCHALL et al, 2001; HERRMANN et al, 2003). La glycation des 
proteines du cristallin le rend plus opaque et cause des cataractes (MONNIER et al, 
1983; RAN J AN et al, 2006). Le Tableau 3 enumere une serie de modifications directes 
des AGEs ainsi que leurs effets. 
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1.3.2- Les effets des recepteurs aux AGEs 
Les complexes AGEs sont egalement reconnus par des recepteurs et activent differentes 
signalisations qui perturbent l'organisme. 
1.3.2.1- Les recepteurs aux AGEs autres 
II existe plusieurs recepteurs qui lient les AGEs (GOLDIN et al, 2006), AGE-R1 
(Oligosaccharyl transferase-48), AGE-R2 (80K-H phosphoproteine), AGE-R3 (galectine-
3) et differents recepteurs de types scavengers. Par contre, il semble qu'aucun de ces 
recepteurs n'induit de signalisation cellulaire suite a la liaison avec un ligand AGE. 
(BUCCIARELLI et al, 2002; STITT et al., 1997) lis ont plutot un role de clairance et de 
detoxification des AGE (BUCCIARELLI et al., 2002). 
1.3.2.2- Le recepteur RAGE 
Un recepteur est par contre maintenant bien identifie comme un important joueur dans 
plusieurs complications reliees au diabete : le recepteur RAGE. Chez l'homme, le gene 
du recepteur RAGE est situe sur le chromosome 6 dans la region du complexe 
d'histocompatibilite majeur classe II et classe III et contient 11 exons et 10 introns 
(SUGAYA et al, 1994). La region promotrice du gene comprend un element de reponse 
a l'interferon-y, un motif de liaison a l'ADN pour le facteur nucleaire IL-6 et finalement 
un site NF-KB qui controle son expression cellulaire (LI et al, 1997). II existe pas moins 
de 6 isoformes generes par epissage alternatif de 1'ARNm identifies dont 3 majeurs : la 
forme complete, une forme soluble et un forme dominante negative (DING et al, 2005). 
Le poids moleculaire du recepteur complet est environ 46 kDa (BASTA et al, 2002). II 
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s'agit d'un recepteur de type immunoglobuline (GOLDIN et al, 2006; NEEPER et al, 
1992; SCHMIDT et al, 1992) et compte 5 domaines. Le domaine type V (variable), 
important pour la reconnaissance du ligand (KISLINGER et al, 1999; SCHMIDT et al, 
2001; YAN et al, 2003), est l'extremite N-terminal du recepteur suivit de deux 
domaines type C (constant) froment la queue extracellulaire du recepteur comptant 332 
acides amines. Le recepteur n'a qu'un seul domaine transmembranaire de 19 acides 
amines qui sert d'encrage a la membrane. Finalement, une queue cytoplasmique de 43 
acides amines hautement charges C-terminale est absolument necessaire a la signalisation 
(SCHMIDT et al, 2001). II est possible que le recepteur forme des oligomeres suite a la 
liaison du ligand (DATTILO et al., 2007; SCHMIDT et al., 1994). 
1.3.2.3-Les ligands 
En plus des differents AGE, le recepteur RAGE interagit avec plusieurs ligands comme 
les SlOO/calgranilines, HMG-1 et les peptides (3-amyloides. II semble que la liaison de 
ces differents ligands pourrait etre associee a des signalisations distinctes, mais varie 
beaucoup en fonction du type cellulaire (DING et al, 2005). Pour ce qui a trait au 
different AGEs, il semble que la N-e-carboxymethyl-lysine (CML Figure 3) soit la forme 
predominate se liant a RAGE in vivo (IKEDA et al, 1996; REDDY et al, 1995). 
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Domaine Type V I 
Domaine Type C 
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Figure 4 : Schema de la structure du recepteur RAGE 
Le recepteur RAGE de la famille des recepteurs de type immunoglobuline. Le recepteur 
RAGE compte 5 domaines : le domaine variable deux domaines constants un domaine 
transmembranaire et un domaine cytoplasmique. 
Tableau 4 : Liste des differends ligands pouvant se Her au recepteur RAGE 
(DATTILOe/a/.,2007) 
Ligands 
V3F ^ A 
HMG1 
.-'
,e^ .:• •] \ . ' imyicKjR 
S100A12 
SlfOil 
kD 
60 nM 
6,4 nM 
S6,d nM 
91 nM 
11 I'M 
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1.3.2.4- La signalisation de RAGE 
La cascade de signalisation majeure declenchee par la liaison AGE-RAGE semble etre 
l'induction du stress oxydatif (BASTA et al, 2004). En effet, la transduction du signale 
active la NAD(P)H-oxydase qui augmente la production d'especes oxygenees reactives 
(ROS). L'augmentation des ROS favorise l'activation de N F - K B qui est sensible a 
l'oxydoreduction (SIEBENLIST et al, 1994) et active la transcription de multiples genes 
proinflammatoires tel le TNFa, IL-1, IL-6 l'interferon-y et differentes molecules 
d'adhesion cellulaires (BASTA et al, 2002; SCHMIDT et al, 1995). Plusieurs autres 
proteines de signalisation sont impliquees dans la signalisation suite a la liaison AGE-
RAGE comme: les MAP kinases, cdc24/rac, p21ras, PI3 kinase et Jak/STAT 
(BIERHAUS et al, 1997; HUTTUNEN et al, 1999; JINN et al., 2001; LANDER et al, 
1997; SCHMIDT et al, 1995; SIMM et al, 1997; WAUTIER et al, 2001). De plus, 
l'activation de ces voies de signalisations semble interferer (cross talk) avec d'autre voie 
de signalisation comme la voie de l'angiotensine (FUKAMI et al, 2008). 
13.2.5- Les effets receptoriels des cellules vasculaires 
Les effets receptoriels varient beaucoup en fonction du type cellulaire. Le recepteur 
RAGE est exprime dans plusieurs types cellulaires dont les tissus vasculaires. II est 
present entre autre sur les cellules endotheliales, les cellules musculaires lisses et les 
macrophages. L'activation par RAGE mene a plusieurs dysfonctions cellulaires 
enumerees dans le Tableau et la Figure 5. Par exemple, la liaison de AGEs aux cellules 
endotheliale augmente leur permeabilite aux macromolecules (KUO et al, 2007). 
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Figure 5 : La signalisation du recepteur RAGE 
La liaison d'un agoniste AGE affecte line multitude de cascade de signalisation. Cette 
figure presente la majorite des signalisations connues 
(Goldinefa/.2006) 
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1.3.2.6- RAGE et autres maladies 
Plusieurs etudes montrent l'effet de stimulation du recepteur RAGE comme etant une 
cause directement lie a divers complications du systeme vasculaire comme des cas de 
retinopathies, nephropathies et d'atheroscleroses. De plus, l'activite du recepteur RAGE 
est suspectee dans une multitude, de maladies comme certaines formes de cancer, la 
maladie de parkinson, l'arthrite rhumatoi'de, la maladie d Alzheimer et bien d'autres. 
1.4- Traitements pharmacologiques contre les AGEs . 
II y a differentes strategies qui sont en cours de developpement afin de contrer l'effet des 
AGEs. Ces strategies peuvent etre divisees en deux grandes cibles soit cibler les AGEs 
directement ou cibler le recepteur RAGE. 
1.4.1- La Cible AGEs 
II y a differentes structures de AGEs presentes dans l'organisme ce qui rend le 
developpement d'un agent pharmacologique ciblant chacun d'entre eux impossible. II 
existe toutefois des agents pharmacologiques qui brisent la reticulation causee par les 
AGEs. Le Bromure de N-phenacylthiazolium (PTB) semble en effet cliver certaine 
reticulation possedant un double carbonyle (VASAN et al, 1996). Mais ce produit s'est 
avere peu stable en solution aqueuse et de surcroit in vivo (THORNALLEY et al, 1999; 
YANG et al, 2003). 
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Des derives plus stables du PTB ont ete developpes comme le C16 (Gang CHENG et al., 
2005) et le ALT-711 developpe par la compagnie Alteon qui est presentement en etude 
clinique avec des resultats prometteurs (KASS et al, 2001; VASAN et al, 2003). 
Etant donne l'heterogeneite des AGEs, une alternative aux briseurs de reticulation est 
1'inhibition de leur formation. L'un des premiers agents inhibiteurs developpes est 
l'aminoguanidine (THORNALLEY et al, 2000). Son mode d'action n'est pas encore 
bien caracterise, mais il pourrait reagir avec les produit d'Amadori afin d'empecher la 
formation des AGEs et pourrait aussi agir comme chelateur de metaux reduisant de 
beaucoup la vitesse de degradation des produits d'Amadori en glyoxale et methylglyoxale 
qui peuvent a leur tour former des AGEs (Figure 2). L'aminoguanidine est presentement 
en essai clinique de phase III. II existe une multitude d'autres agents qui protegent 
potentiellement contre les AGEs tel qu'enumeres dans le tableau 6 (HARDING et al, 
2006) ainsi qu'une panoplie d'agents naturels comme le cumin et le the vert. Beaucoup 
de ces agents semblent principalement reduire le niveau de stress oxydatif. 
1.4.2- La Cible RAGE 
En second lieu, il est possible de bloquer 1'activation du recepteur RAGE par des 
antagonistes. II y a l'heparine de bas poids moleculaire (LMWH) (MYINT et al, 2006) 
qui semble bloquer le recepteur RAGE ainsi que deux molecules de la compagnie Pfizer 
soit le TTP488 et le TTP4000 qui sont en essai clinique avec des resultats tres attendus 
(YAMAMOTO et al, 2007). 
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Tableau 6 : Differents agents pharmacologiques qui previennent la formation de 
AGEs 
(HARDING etal, 2006) 
Agents qui protege contre la glycation 
Aspirin (acetylsalicylic acid) 
Ibuprofen 
Diclofenac 
Amino acids 
Polyamines 
Carnosine 
Glutathione (gamma-glutamyl-cysroinyi-glycine) 
Aminoguanidine 
Metformin and buformin (biguanidesi 
Penicillamine 
Pyridoxamme 
Aminoguanidine-pyridoxal adduct 
Pioghtazone 
Pentoxifylline 
Thiamine pyrophosphate 
OPB-9195 ((+/-)-2-isopropylidinehydrazono-4-oxo-thiazolidin-5-ylacetanilide]) 
ALT-946 (A/-(2-acet3m!do6th"!^h"drazinscarboximidam!de hwdroch!onde^ 
Lipoic acid 
Olmesartan and other angiotensin II type I receptor antagonists 
Captopnl and other ACE inhibitors 
Pyruvate 
Dilazep 
Anserine 
Cysteine, 
Cysteamine 
Sulphite 
3-mercaptopropionate 
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2.- Problematiques et objectifs 
Les AGEs sont l'une des causes des complications cardiovasculaires associees au diabete. 
Leur accumulation affecte directement divers elements qui composent les vaisseaux 
sanguins ce qui cause des effets notables sur la compliance, la rigidite vasculaire et la 
dysfonction endotheliale. (ARONSON et al, 2002; BASTA et al, 2004; GOLDIN et al, 
2006; ZIEMAN et al, 2004) Notre laboratoire s'interesse particulierement a la 
biophysique associee aux changements structuraux ou morphologiques de composantes 
biologique. L'objectif general de ce memoire est d'etudier et observer les perturbations 
et alterations causees par les AGEs sur la mecanique moleculaire et la physiologie de 
differents elements d'un vaisseau sanguin comme les fibres de collagene et les cellules 
endotheliales. 
2.1- Objectif Specifique 1 
Diverses etudes demontrent que les proteines de structure comme le collagene subissent 
de la reticulation par les AGEs (DYER et al, 1992). Ces modifications peuvent changer 
la structures ainsi que les proprietes physiques et mecaniques du collagene (REDDY et 
al, 2002; REDDY, 2004a; REDDY, 2004b; ZIEMAN et al, 2004). Afin de mieux 
comprendre les effets biophysiques de la reticulation du collagene, nous avons etudie ces 
changements structuraux et mecaniques a l'aide d'outil comme le microscope a force 
atomique et la dynamometrie. Ceci nous permettra d'associer differents determinants 
moleculaires et macroscopiques des tissus a base de collagene aux differentes proprietes 
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mecaniques de ces derniers. Ensuite, l'explication des phenomenes de reticulation 
permettra une meilleure comprehension des causes des differentes complications 
diabetiques et ouvrira la porte ;a de nouvelles voies therapeutiques. 
2.2- Objectif Specifique 2 
L'endothelium est le lieu d'echange entre le sang et les tissus peripheriques. Les cellules 
qui la composent sont directement exposees au glucose sanguin ce qui les predispose a 
subir des la reticulation pouvant affecter leur structure. De plus, la presence de AGEs 
dans le sang affecte grandement le bon fonctionnement des cellules endotheliales 
(BIERHAUS et al, 2005; KUO et al, 2007; URIBARRI etal, 2007). Nous avons done 
etudie l'effet de la reticulation par les AGEs sur la mecanique membranaire des cellules 
endotheliale suite a l'exposition chronique a des concentrations elevees de glucose par 
spectroscopie de force et l'effet de la stimulation du recepteur RAGE par microscopie 
optique. Nous caracteriserons certains aspects mecaniques souvent negliges dans la 
rigidite vasculaire et qui peuvent etre des facteurs importants dans le developpement de 
complications associees au diabete. Ceci permettra de mieux comprendre l'effet a long 
terme d'une glycemie elevee sur le tissu endotheliale particulierement dans les cas de 
diabete. 
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3.- Les modeles experimentaux 
Plusieurs complications assoeiees au diabete affectent le systeme vasculaire (Figure 6). 
Les AGEs sont dans la plupart des cas les instigateurs des dysfonctionnements. Nous 
avons centre notre etude sur deux elements importants du systeme soit la tunique exteme 
des larges vaisseaux avec le collagene de type I comme modele experimental et 
l'endothelium omnipresent dans tout le systeme vasculaire dans un modele de cellules 
endotheliales en culture. 
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Figure 6 : Schema du systeme vasculaire 
Le systeme vasculaire est divise en trois grandes categories : les arteres, les veines et les 
capillaires. Les arteres et les veines sont composees de la tunique interne qui comprend 
rendothelium, de la tunique moyenne composee de cellules musculaires lisses et de la 
tunique exteme qui contient beaucoup de collagene (MARIEB 1998). 
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3.1- Le collagene de type I 
Les tissus utilises comrae modeles sont des fibres de collagene issues de tendons extraient 
de queues de rats. Ceux-ci sont majoritairement composes de collagene de type I. Le 
collagene est une proteine de structure importante dans plusieurs tissus dont les vaisseaux 
sanguins. II existe environ 26 (YURCHENCO, 1994) types de collagene differents qui 
ont des proprietes, des structures et des expressions differentielles selon les tissus ou ils 
sont exprimes. Dans cette famille, le collagene type I est largement le plus present 
puisqu'il s'agit de la proteine la plus exprimee et primordiale au maintient et au support 
des organismes vertebres (VIGUET-CARRIN et al, 2006). II compose la matrice de la 
peau, des os et des muscles dont les extensions sont les tendons et ligaments. On le 
retrouve dans les tissus conjonctifs de tous les organes. Dans les vaisseaux sanguins, il 
compose la tunique externe et est associe a la rigidite alors que 1'elastine est associee a 
l'elasticite. II est synthetise par les fibroblastes a partir de trois chaines polypeptidiques 
(2ocl et la2) compose d'une succession de Gly-X-Y dans leur structure primaire ou X et 
Y sont souvent des prolines et des hydroxyprolines ce qui donne a la structure tertiaire du 
collagene une caracteristique relativement unique de triple helice gauche appelee 
monomere (Figure 7). Les interactions qui maintiennent cette structure sont 
principalement des liaisons hydrogenes provenant du squelette polypeptidique des 
differentes chaines (Figure 7). Des defauts genetiques dans la structure primaire d'une 
des chaines forment des triples helices beaucoup moins stables et un collagene beaucoup 
plus fragile comme dans la maladie Osteogenesis Imperfecta (CARLETON et al, 2008). 
Les monomeres sont secretes sous forme de procollagene proteges par des peptides 
globulaires en N et C terminal puis, apres clivage enzymatique, forment spontanement 
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des fibrilles de leur extremite N-terminal au C-terminal. La structure des fibrilles est 
stabilised grace a une reticulation endogene des monomeres catalysee par la lysyl 
oxydase (BAILEY, 2001). Les fibrilles sont les unites fonctionnelles du collagene de 
type I et presentent une structure striee avec une periodicite caracteristique de 67 nm 
(GRAHAM et al, 2004; YURCHENCO, 1994). Elles ont un diametre qui varie de 50 a 
500 nm (FREED et al, 2005). Les fibrilles s'assemblent en fibres (fascicules) plus ou 
moins denses selon les tissus. Les interactions qui maintiennent les fibrilles ensemble ne 
sont toujours pas bien definies (PROVENZANO et al, 2006). De petits proteoglycans 
riches en leucine permettent une meilleure orientation des fibrilles, mais ne sont pas 
attaches de facon covalente a celles-ci. La structure des fibrilles permet un maintient de 
la structure sans liaison covalente. Le collagene est egalement une proteine a longue 
duree de vie. En effet, la demi-vie du collagene est souvent evaluee a plusieurs dizaines 
d'annees selon les tissus (VERZIJL et al, 2000) ce qui fait de cette proteine une cible 
pour des modifications chimiques a long terme. L'etude de la glycation sur un tissu 
modele compose uniquement de collagene de type I represente une avenue interessante 
pour comprendre les effets des AGEs sur chacun des elements qui composent les 
vaisseaux sanguins. 
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Figure 7 : L' assemblage du collagene 
Les monomeres de collagene sont formes de trois chaines polypeptidiques. Les 
monomeres s'assemblent spontanement en fibrilles lorsqu'ils sont en solution. Les 
fibrilles ont un diametre qui varie de 50 a 500 ran (FREED et al, 2005). Sur chacune des 
fibrilles on peut observer un patron repetitif d'une longueur caracteristique de 67 ran 
represents par une succession de chevauchements et d'intervalles. Les fibrilles 
s'assemblent en une structure plus grande appelee fascicule qui compose la majorite des 
tendons et ligaments. 
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3.2- Les cellules endothel ia ls 
Le second element etudie est l'effet des AGEs sur les cellules endotheliales. Celles-ci 
composent l'endothelium vasculaire qui tapisse la totalite du systeme vasculaire (Figure 
6). La fonction de l'endothelium est principalement de contenir le sang et permettre les 
echanges avec les tissus. L'endothelium participe egalement a la circulation sanguine en 
inhibant la coagulation et par sa reponse a diverses hormones. L'endothelium module 
d'ailleurs la contraction et la relaxation des cellules musculaires lisses en secretant de 
l'endotheline-1 et du monoxyde d'azote. Les cellules endotheliales sont polarisees et 
maintenues ensemble par des desmosomes puis attachees a une lame basale composee 
principalement de collagene de type IV par des hemidesmosomes. Elles prennent 
differentes formes selon le type de vaisseau sanguin ou elles se trouvent comme dans les 
arteres ou elles prennent une forme alveolaire ou bien les capillaires ou elles forment un 
tube dont la circonference est composee d'une seule cellule (Figure 8). En faisant 
directement face a la lumiere des vaisseaux, les cellules endotheliales sont inevitablement 
exposees au glucose sanguin. Afin d'etudier l'effet des AGEs sur l'endothelium 
composant les vaisseaux sanguins, nous avons utilise les cellules endotheliales en culture 
comme modele experimental. 
r- Lame basale (sectionnee) 
Fenles intereellulaires 
Figure 8 : Schema d'un capillaire. 
Les capillaires sont formes d'une mono couche endotheliale dont une cellule peut faire la 
circonference complete d'un capillaire (MARIEB 1998). 
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4- Materiel et methodes 
4.1- L'imagerie par microscopie a force atomique 
L'expertise en microscopie a force atome du laboratoire s'est averee un atout majeur 
pour caracteriser les proprietes moleculaires du collagene. 
4.1.1-L'Historique de I'AFM 
En 1981, Gerd Binnig et Heinrich Rohrer, deux physiciens travaillant pour IBM, ont 
developpes le microscope a effet tunnel pouvant determiner la topographie d'un materiel 
a l'echelle atomique. Les physiciens ont d'ailleurs recu le Prix Nobel de Physique en 
1986 pour l'invention de ce microscope. Mais l'utilisation de la STM n'est uniquement 
possible que sur des surfaces conductrices ou semi-conductrices. En 1986, Gerd Binnig, 
Calvin Quate et Christoph Gerber ont done developpe la microscopie a force atomique 
permettant de faire la topographie de materiaux meme lorsqu'ils sont isolants (BINNIG 
1986). 
4.1.2- Principes et fonctionnement de l'AFM 
La microscopie a force atomique est une technique de microscopie a balayage a l'aide 
d'une sonde (SPM). (FOTIADIS et al, 2002) En effet, plutot que d'observer 
directement l'echantillon, e'est une pointe agissant comme sonde qui entre en contacte 
avec ce dernier afin de detecter les differentes structures presentes sur sa surface et 
former une image topographique (Figure 9). La pointe est generalement montee a 
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l'extremite d'une structure porte-a-faux flexible (cantilever) agissant comme un ressort 
lors du contact avec l'echantillon. 
L'interaction entre la pointe et l'echantillon resulte en une deformation du cantilever 
selon la loi de Hooke : 
F = -k x Equation 1 
Ou F est la force applique sur ou par l'echantillon, k la constante de ressort du cantilever 
et x la deflection du cantilever. Les differentes forces en jeux a cette echelle sont 
principalement la capillarite qui se forme entre la pointe et l'echantillon, les repulsions 
electrostatique et les forces de Van der Waals. Les differentes hauteurs des structures de 
l'echantillon changent la position de la pointe par rapport a la surface ce qui se traduit par 
des deflections du cantilever. Afin de mesurer les deflections, un laser est place au 
dessus du cantilever qui est recouvert d'un materiel reflechissant, generalement l'or. Les 
deflections sont done associes aux changements de Tangle de reflexion du laser. Celui-ci 
est detecte par un photodetecteur, une photodiode segmentee en cadrans, qui transforme 
la position de la reflexion du laser sur un cadran en une information electrique convertie 
en donnees de la hauteur des structures. Le balayage de la pointe qui est un mouvement 
de va-et-vient et ligne par ligne est assure par un cristal piezoelectrique qui a la propriete 
de se dilater ou se contracter en fonction de la direction et du potentiel du champ 
electrique qu'on lui applique. Le cristal piezoelectrique peut aussi se deplacer sur l'axe 
vertical afin de maintenir la force appliquee sur l'echantillon constante par une boucle de 
retrocontrole. Chacune des lignes balayees comportent les donnees de la modulation de 
la hauteur du piezo et de la deflection enregistrees par la photodiode et sont recomposes 
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en une image matricielle sur un ordinateur. II existe differents modes d'imageries selon 
si la pointe est en contact avec l'echantillon (Mode Contacte) ou si on induit une 
vibration de la pointe pour en effleure la surface (Mode Tapping). 
4.1.2.1- Mode contacte 
Le mode contacte est un balayage avec une force constante applique par la pointe sur 
l'echantillon. C'est un mode qui presente une tres grande resolution spatiale. Par contre, 
puisque la pointe est continuellement en contacte avec l'echantillon, la friction est 
omnipresente ce qui peut modifier l'echantillon pouvant meme arracher des molecules de 
la surface. 
4.1.2.2- Mode tapping 
Pour le mode tapping, il faut induire une vibration a haute frequence du cantilever afin 
de le faire osciller a une amplitude donnee et c'est cette amplitude qui est maintenu 
constante lors du balayage. Les differentes forces ont done comme effet d'attenuer ou 
d'amplifier l'amplitude de l'oscillation du cantilever. Le contacte avec l'echantillon est 
intermittent reduisant grandement la friction ce qui fait de ce mode AFM un outil parfait 
pour les echantillons plus souples et delicats. 
4.1.3- Avantages et inconvenients 
Puisque l'AFM est la derniere generation d'instrument d'imagerie a haute resolution, il 
est tres souvent comparer au microscope electronique. L'AFM presente plusieurs 
avantages sur le microscope electronique. 
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Figure 9 : Schema d'un halayage AFM sur un tissu de collagene 
GrSce a un dynamometre, nous pouvons fixer un tissu de collagene sous une elongation et 
un stress desire. Nous pouvons ensuite proceder a l'imagerie AFM en balayant la surface 
du tissu fixe sur le support de Pechantillon a 1'aide d'une pointe nanoscopique. La 
hauteur des differentes structures de la surface balayee est detectee par la deflection de la 
pointe montee sur un cantilever. La deflection de la pointe est mesuree par la reflexion 
sur un photodetecteur d'un laser pointe a sa surface. Le mouvement de balayage de la 
pointe est donn£ par un tube piezoelectrique. 
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Tout d'abord, il permet d'obtenir une vraie image tridimensionnelle puisque la hauteur 
est directement mesuree. L'echantillon ne requiere aucune preparation par Pajout 
d'agent de marquage ou de contraste. Les images ne se font pas necessairement dans le 
vide, mais se font egalement dans les conditions ambiantes et meme dans un milieu 
aqueux ce qui est ideal pour l'imagerie de molecules biologiques. Les inconvenients de 
l'AFM sont tout d'abord la limite de la surface que Ton peut imager ainsi que la hauteur. 
En effet, la zone d'imagerie est delimitee par le cristal piezoelectrique a environ 150 urn 
x 150 urn et quelques micrometres en hauteur limitant aussi la possibilite d'imagerie a la 
surface sans bien resoudre les structures flottantes. Dans ce contexte, le microscope 
electronique peut obtenir des images sur des dimensions de Tordre du millimetre. Le 
temps d'acquisition est aussi generalement beaucoup plus long que pour un microscope 
electronique, mais le developpement de l'AFM tel la videoAFM permet de plus en plus 
de reduire le temps d'acquisition. 
4.2- La spectroscopic de force 
L'expertise en AFM du laboratoire nous a permis de concevoir un appareil permettant la 
mesure de forces au niveau cellulaire (spectroscopic de force) par l'utilisation du ressort 
nanoscopique qu'est un cantilever AFM (LAMONTAGNE et al, 2008; ZLATANOVA 
et al, 2000). En determinant precisement la constante de ressort du cantilever par la 
methode d'analyse de l'amplitude du bruit thermique (BUTT et al, 1995; HUTTER et 
al, 1993), celle-ci permet la conversion de la mesure electrique de la deflection du 
cantilever en une force en Newton (Figure 10a). Le systeme nous permet des mesures 
dans une gamme force unimoleculaire (GRANDBOIS et al, 1999; ZLATANOVA et al, 
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2000). L'appareil est aussi adapte aux applications cellulaires (LAMONTAGNE et al, 
2008). Son installation sur un microscope inverse permettant le positionnement de la 
pointe AFM au dessus des echantillons de la dimension d'une cellule (Figure 10a). Un 
cristal piezoelectrique vertical permet de controler precisement la distance entre la pointe 
et l'echantillon. Une experience cellulaire typique implique le contacte de la pointe avec 
la surface apicale d'une seule cellule (Figure 10b). Les courbes d'approche et de 
retraction sont enregistrees suite au contacte avec les cellules. Les courbes d'approche 
permettent de caracteriser la rigidite des surfaces et celles de retraction permettent de 
mesurer les interactions entre la pointe et les cellules ou toutes autres surfaces sondees. II 
est egalement possible de fonctionnaliser la pointe avec une molecule comme un ligand 
pour en determiner la force d'interaction avec les echantillons sondes (GRANDBOIS et 
al, 1999; GRANDBOIS et al, 2000; MITCHELL et al, 2007). Nous avons 
principalement evalue la rigidite des cellules sur les courbes d'approche selon le modele 
de Hertz (OBERLEITHNER et al, 2006; RADMACHER et al, 1996). 
E = F7t • (1 - v 2 ) Equation 2 
252 Tan a 
Ou E est le module de Young, F la force mesuree par l'appareil, v le ratio de Poison 
estime a 0,5 puisque les cellules ne sont pas compressives done ne change pas de volume 
lorsqu'on les deforme (ratio de Poisson applique a des materiaux comme le caoutchouc), 
a Tangle de la pointe AFM qui est de 35° et 5 la distance apres le point de contacte avec 
la cellule ou on prend la mesure de force qui est de 300 nm dans notre cas. La rigidite 
des cellules est done evaluee selon leur module de Young en Pascal. 
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Figure 10 : Schema d'une experience de spectroscopic de forces sur cellule 
A) La spectroscopic de force utilise la pointe et AFM est utilisee comme microsonde 
pour toucher les cellules. La deflexion du cantilever est detectee par un laser, mais cette 
fois-ci la deflexion du laser est convertie en force a partir de la constante de ressort. 
L'approche delicate des cellules se fait avec un tube piezoelectrique. B) Courbe 
d'approche typique sur des cellules. On mesure une deflexion de la pointe lorsque celle-
ci entre en contacte avec la cellule. Plus on descend la pointe plus on applique de force 
sur la cellule et celles-ci se deforme sous la pression appliqu^e. 
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4.3- Extraction des tendons 
Les rat utilises dans cette etude sont de race Sprague-Dawley (Charles-River) males 
adultes ages de 93 jours et ayant un poids d'environ 350-400g. Les rats sont traites selon 
un protocole approuve par le comite ethique de protection animal de la FMSS. La 
glycemie est mesuree par une fine coupure a l'extremite de la queue a l'aide d'un 
glucometre AccuCheck (Roche). Aucun des rats utilises dans l'etude n'avait une 
glycemie superieure a 10 mM. Suite a l'anesthesie, la queue des rats est prelevee a la 
base par scission. La peau de la queue est ensuite delicatement coupee de facon 
longitudinale et ensuite retiree. Une pince hemostatique est ensuite appliquee sur les 
vertebres de la queue une a une afin de les disloquees par un mouvement delicat de 
gauche a droite. Les vertebres disloquees peuvent se retirer avec une serie de tendons 
attaches a celles-ci. Les tendons sont ensuite detaches de la vertebre et immerges dans 
une solution tampon (PBS pH 7.4) et congeles a -80°C pour etre utilises plus tard. Nous 
avons egalement precede a 1'extraction de tendon de queue de souris NOD femelles 
obtenues du laboratoire du Dr Abdelaziz Amrani (BESIN et ah, 2008). Ces souris 
developpent un diabete de type 1 a environ 16 semaines. Le diagnostique du diabete est 
confirme par deux test aux bandelettes reactives Uristix (Bayer) superieur a 14 mM dans 
leur urine. 
4.4- Experience d'etirement 
Nous avons concu a partir d'un appareil industriel (Dillon Quantrol) un dynamometre 
nous permettant 1'etirement de materiel biologique immerge dans une solution aqueuse et 
en mesurer les forces tel qu'illustre a la Figure 11a. Le tendon est monte sur les supports 
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et ancre par des vis afin qu'il ne glisse pas. Un systeme de pied a coulisse permet le 
mouvement d'un des supports alors que 1'autre reste fixe. Lorsque le tendon est sous 
tension la force appliquee a l'echantillon est mesuree par un detecteur qui retransmet les 
valeurs a un ordinateur. Les donnees sont ensuite traitees par l'ordinateur en un 
graphique de force mesuree par le detecteur en fonction du deplacement du pied a 
coulisse. Afin de normaliser les valeurs, la distance zero est enregistree a chaque 
etirement et le diametre des tendons est evalue par microscopie avant chaque experience. 
Le diametre permet la normalisation des forces appliquees par l'aire axiale du tendon. 
P = F / A Equation 3 
Ou P est la pression en Pascal, F la force en Newton et A l'aire en metre carre. 
La distance zero permet la normalisation de la longueur afin de determiner l'elongation 
relative. 
AL = L-Lo AL / Lo x 100 % = Elongation relative Equation 4 
Ou AL est l'elongation, L est la position du pied a coulisse et Lo est la longueur du 
tendon. Les donnees apres normalisation permettent d'analyser differents parametres 
mecaniques d'elasticite du tendon. Les principaux parametres etudies sont le module de 
Young, le point de rupture, la vitesse de relaxation et l'energie de deformation. L'analyse 
des courbes d'etirement se fait a l'aide du logiciel Igor Pro. 
A 
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Figure 11: Schema du dynamometre 
A) Le dynamometre permet de mesurer en continue la force appliquee sur l'echantillon 
par relongation de ce dernier. L'echantillon est ancre aux supports. L'un des supports 
de Fechantillon est attache a un pied a coulisse qui permet les deplacements pour 
appliquer un stress. Les supports de l'echantillon baignent dans une solution tampon ce 
qui permet de faire les mesures en milieu physiologique. B) La reaction de reticulation a 
1'aide du glutaralddhyde sur le collagene se produit entre les amines primaires de la 
proteine et affecte la structure du tissu (ENGLERT et al, 2007). 
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4.5- Traitement des tendons au glutaraldehyde 
Les tendons sont montes sur le dynamometre puis on procede a une experience 
d'etirement normale pour enregistrer les courbes de base afin de determiner les 
parametres mecaniques natifs. Ensuite, la solution (PBS pH 7,4) est remplacee par une 
solution contenant 4 % de glutaraldehyde puis incube pendant 10 minutes a la 
temperature de la piece. Le glutaraldehyde est un agent de Fixation rapide qui permet 
d'introduire des reticulations dans la structure du collagene. La reaction entre le 
glutaraldehyde et les proteines se produit de facon similaire a la reaction de glycation 
entre les amines primaires des chaines laterales et les carbonyles de la molecule (Figure 
lib). Suite a l'incubation, de nouvelles courbes d'etirements sont enregistrees puis 
analysees 
4.6- Traitement des tendons au glucose et traitement PTB 
Les tendons sont montes sur le dynamometre puis on procede a une experience 
d'etirement normale pour enregistrer les valeurs natives. Ensuite, les tendons sont 
incubes dans une solution de 0,5 M de glucose ou de tampon seul (PBS pH 7,4) et 100 
uM de sulfate de cuivre qui agit de catalyseur de la reaction de glycation (SAJITHLAL et 
ah, 1999) pendant une semaine a 37°C. Suite a l'incubation, de nouvelles courbes 
d'etirements sont enregistrees puis analysees. Les tendons sont ensuite incubes cette fois-
ci avec 10 mM de PTB (VASAN et ah, 1996) de 12 a 48h, puis une derniere serie de 
courbes sont enregistrees. 
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4.7- Caracterisation de la glycation du collagene par immunofluorescence 
Les tendons sont traites a 0,5 M de glucose comme precise a l'etape precedente et ensuite 
rinces avec la solution tampon (PBS 3 fois). Les tendons sont soumis a un anticorps 
primaire de souris anti-AGE (CosmoBio) a 1 u.g /mL pendant 2h a la temperature de la 
piece suivit d'un rincage. Finalement, les tendons sont incubes avec un anticorps 
secondaires de chevre anti-IgG de souris couple a un fluorophore, l'Alexafluor 488 
(Molecular Probe), d'une dilution 1/200, puis rinces. Les tendons sont ensuite deposes 
sur une lame de microscope puis recouvert de Vectashield (Vector Laboratories), un 
agent qui reduit le photoblanchiment et permet de conserver le echantillon plus 
longjtemps. L'echantillon est scelle par une lamelle et du vernis. L'observation de 
l'echantillon se fait sur un microscope a epifluorescence (Zeiss Axiovert 200M) avec un 
filtre d'excitation de 495 nm et un filtre d'emission de 519 nm. 
4.8- Preparation des echantillons pour l'imagerie par AFM 
Les tendons sont tout d'abord nettoyes dans une solution de 0,1 % de Triton X-100 sur un 
agitateur de type vortex pendant 2 h puis rince 3 fois. Les tendons sont ensuite montes 
sur le dynamometre avec un support adapte pour l'appareil AFM. Ce support permet 
d'obtenir une plage de balayage a sa surface avec une tension appliquee sur l'echantillon 
puis maintenue aTaide d'un second ancrage a vis (Figure 9). L'echantillon est ensuite 
asseche dans cette position puis soumis au balayage AFM. 
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4.9- L'imagerie par AFM des fibres de collagene 
Les images AFM en mode contacte sont fait sur un Bioscope (Veeco) a l'aide d'une 
pointe de nitrure de silicium sur un cantilever triangulaire MLCT-AUHW (Veeco) d'une 
constante de ressort de 0,03 N/m. Generalement, l'approche et l'alignement de la pointe 
sur l'echantillon se fait par le microscope inverse situe sous l'AFM. Ensuite, on engage 
le balayage AFM avec une force de contact de 2 Volt. Les parametres sont ajustes en 
fonction de l'echantillon afin de maximiser la qualite de l'image. Finalement nous 
procedons a 1'analyse fibrilles de collagene en mesurant la distance moyenne entre 
chacun des chevauchements et intervalles (Figure 7). 
4.10- Culture des cellules endotheliales 
Les cellules utilisees sont de la ligne EAhy 926 (EDGELL et al, 1983). Ce sont des 
cellules endotheliales vasculaires de cordon ombilical humain (HUVEC) immortalisees 
par fusion avec une ligne de cellules tumorale A549 initialement isolees d'un carcinome 
alveolaire. Les cellules EAhy 926 presente un phenotype endothelial maintenu apres de 
nombreux passages. Les cellules sont cultivees dans des flasques de 75 cm2 contenant 15 
raL de milieu DMEM (Wisent) supplemente de serum foetal bovin 10 % (FBS de Wisent) 
de L-glutamine 2 mM (Wisent), des antibiotiques penicilline 100 U/mL (Wisent), 
streptomycine 100 p,g/mL (Wisent) et amphothericine B 2,5 |ag/mL (Wisent) ainsi que 
de supplement de croissance pour cellules endotheliales 30 (j.g/mL (ECGS de BD). Le 
DMEM commercialement disponible et utilise pour la propagation contient 25 mM de 
glucose. Les cellules sont portees a confluence et passees par trypsinisation environ une 
fois par semaine. 
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4.11- Exposition chronique des cellules au glucose 
Nous avons prepare a partir de DMEM sans glucose (Wisent) des milieux contenant 5 
mM, 40 mM et 80 mM de glucose (Wisent). Les cellules sont ensemencees dans des 
flasques de 75 cm contenant 15 mL de milieu DMEM decrit a la section precedente et a 
differentes concentrations de glucose. Les cellules sont gardees en croissance et 
trypsinisees au besoin avec changements de milieu frequents afin de maintenir la 
concentration de glucose. Suite a deux passages aux differentes concentrations de 
glucose, les cellules sont menees a confluence pour les experiences subsequentes. Au 
total, les cellules sont exposees aux differentes concentrations plus deux semaines et son 
maintenue dans ces conditions sur trois a quatre semaines. Le contenu en AGE est divise 
apres chaque division cellulaire et s'accroit entre les divisions. 
4.12- Caracterisation de la glycation cellulaire par immunofluorescence 
Les cellules des differents groupes (concentrations de glucose) sont ensemencees sur des 
lamelles dans des plaques a 6 puits et menees a confluence. Les cellules sont rincees et 
fixees par un traitement au paraformaldehyde 4 % dans une solution de PBS pH 7,4 
contenant 0,2 % de Triton X-100 pour permeabiliser les cellules pendant 10 min puis 
rincees avec une solution de Tris 10 mM pH 7,4 contenant 0,1 % Triton X-100 (3x). Les 
cellules sont ensuite incubees avec l'anticorps primaire de souris anti-AGE (CosmoBio) a 
1 fo,g/mL pendant 2h a la temperature de la piece puis rincees. On marque avec 
l'anticorps secondaire de chevre anti-IgG de souris couple au fluorophore Alexafluor 488 
(Molecular Probe) 1/200 pendant lh et les cellules sont rincees. On ajoute du Hoechst 
(Sigma) 260 (j,g/mL un marqueur de noyaux et de la phalloidine 5 U/mL couplee au 
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Texas Red (Molecular Probe) qui marque le cytosquelette d'actine pendant 20 min puis 
les cellules sont rincees une derniere fois. Les lamelles sont recouvertes de Vectashield 
(Vector Laboratories) et scellees avec du vernis. Les echantillons sont fmalement 
observes a l'aide d'un microscope a epifluorescence (Zeiss Axiovert 200M) avec des 
filtres d'excitation et d'emission de 350 - 461 nm, 495 - 519 nm et 589 - 615 nm pour 
le Hoechst, l'Alexafluor 488 et le Texas Red respectivement. 
4.13- Lysat cellulaire 
Les cellules sont menees a confluence dans des boites de Petri de 10 cm. Elles sont 
rincees au PBS afin de retirer le milieu de culture puis grattees delicatement du fond du 
plat de P£tri et pipetees dans un tube de 1,5 mL pour etre centrifugees 10 min a 200 G a 
4°C. Le surnageant est retire pour ajoute le tampon de lyse contenant du Tris 10 mM pH 
7,4 et des inhibiteurs de proteases Complete Mini (Roche) en gardant les echantillons sur 
glace pendant 15 min suivit de 2 sonifications de 10 s a 1 watts. Une seconde 
centrifugation a 16 000 G pendant 10 min a 4°C permet d'obtenir le lysat total dans le 
surnageant. 
4.14- Electrophorese des proteines 
Les lysats cellulaires sont traites avec du tampon de chargement 63mM Tris, 2% SDS, 10 
% glycerol 0,01 bleu bromophenole pH 6,8 (Fermentas) et du DTT'(Fermentas) 0,1M a 
95°C pendant 5 minutes puis chargees sur un gel de polyacrylamide 12 % contenant 0,1% 
de SDS pour en faire 1'electrophorese. Afin de suivre la migration des proteines et de 
determiner le poids moleculaire des bandes a la fin de 1'experience, un marqueur de poids 
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moleculaire (Fermentas) est egalement charge sur le gel. L'electrophorese a 30 mA est 
optimale apres 2h. 
4.15- Immunobuvardage de type Western du recepteur RAGE. 
Le transfere des proteines contenues dans le gel separateur se fait a 100 V sur une 
membrane de PVDF pendant lh30. La membrane est par la suite bloquee pendant 2h 
dans une solution contenant 5% de lait en poudre a la temperature de la piece. La 
reaction avec l'anticorps primaire, anti-RAGE de chevre (Abeam) 1/100, se fait pendant 
la nuit a 4°C puis la membrane est rincee 3 fois afin de minimiser les reactions non 
specifiques de l'anticorps. La membrane est ensuite soumise a l'anticorps secondaire, un 
anti-IgG de chevre obtenue du lapin et couple a une enzyme HRP (Sigma) 1/4000, 
pendant 2h a la temperature de la piece et rincee a nouveau. On procede ensuite a la 
detection par un ajout d'un melange de luminol et peroxyde d'hydrogene (Perkin-Elmer) 
qui emet de la lumiere lorsqu'il est degrade par l'enzyme HRP. La lumiere emise peut 
etre captee par un film photo pour ECL (Amersham) en chambre noire. 
4.16- Les experiences de spectroscopic de force sur cellules endothelials 
Les cellules sont menees a confluence dans des boites de Petri de 6 cm. Avant chaque 
experience, le milieu de culture est remplace par une solution HBSS contenant 20mM 
d'HEPES, 120mM de NaCl, 5,3mM de KC1, 0,8mM de MgS04, l,8mM de CaCl2 et la, 
concentration de glucose requise puis ajustee a pH 7,4. Les pointes et cantilevers utilisee 
sont fait de nitrure de silicium (Veeco MLCT-AUHW) sans modification chimique et 
d'une constante de ressort nominale de 0,01 N/m. La constante de ressort est remesuree 
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par analyse de l'amplitude du bruit thermique (BUTT et al, 1995; HUTTER et al, 1993) 
a chaque experience puisqu'une caracterisation de celle-ci permet une calibration precise 
de Pappareil. La pointe est finalement utilisee afin de sonder les cellules 5 fois chacune. 
L'analyse des differentes courbes d'approches par la methode de Hertz 
(OBERLEITHNER et al, 2006; RADMACHER et al, 1996) se fait par une distribution 
statistique Gaussienne sur le logiciel Igor Pro. 
4.17- Preparation des agonistes AGEs 
Des agonistes AGEs sont prepares selon la methode de glycation thermique 
(BHATWADEKAR, 2005) a partir d'une solution sterile d'albumine de serum bovin 
(Wisent) a 50 mg / mL avec ou sans glucose (Sigma).0,5 M et avec ou sans lysine 
(Sigma) 0,1 M dans un tampon PBS pH 7,4. Ces trois solutions (BSA, AGE-BSA et 
AGE-BSA-Lys) sont incubees pendant 4 jours a 50°C. Suite a l'incubation, les solutions 
sont dialysees a l'aide d'une membrane de cellulose (Fisher) laissant passee les molecules 
de moins de 12 a 14 kDa dans une solution de PBS pH 7,4 pendant la nuit a 4°C. Le 
glucose residuel est controle dans les solutions AGE-BSA et AGE-BSA-Lys par un 
glucometre (AccuCheck Roche). Les solutions sont congelees a -20°C suite a la dialyse 
pour les conservees. 
4.18- Caracterisation des agonistes AGEs 
Puisque certaines structures de AGEs ont une autofluorescence, il est possible de 
caracteriser la formation de AGEs dans les differentes solutions par spectrofluorometrie 
(Hitachi). Nous effectuons le spectre d'emission a une longueur d'onde d'excitation 
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typique a 1'auto fluorescence des AGEs (370 nm) des solutions a une concentration 
d'environ 0,5 mg/mL dans du PBS pH 7,4. Le maximum de fluorescence emise est 
environ a 440 nm. La concentration proteique est determinee par la methode BCA 
(Sigma) afin de normaliser le signal de fluorescence. 
Une seconde caracterisation des agonistes formes est effectuee par electrophorese sur gel 
de polyacrylamide 7 % et SDS 0,01 %. L'electrophorese se fait par la meme methode 
decrite pour ['electrophorese du recepteur avec une concentration d'environ 50 ug/mL 
des solutions. Suite a 1'electrophorese, le gel separateur est rince a l'eau distillee 3 fois 
pendant 10 min puis colore a l'aide d'un colorant de proteine Gel Code (Pierce) 30 min et 
fmalement rince une seconde fois ( 3 x 1 0 min). La migration differentielle des ligands 
formes est analysee en correlation avec la migration du marqueur de poids moleculaire 
(Fermentas). 
4.19- Experiences de stimulation aux AGEs des cellules endothelials par 
microscopie a contraste de phase 
Les cellules sont ensemencees dans des boites de Petri de 6 cm contenant 4 mL de milieu 
de culture et menees a confluence. On change le milieu de culture des cellules par 5 mL 
de HBSS avant l'experience. Les cellules sont ensuite observees par microscopie a 
contraste de phase (Zeiss Axiovert 200m) en enregistrant des images a toutes les 10 sec. 
Nous effectuons une observation de base pendant 5 min puis on ajoute 500 uL de 
solution BSA, AGE-BSA ou AGE-BSA-Lys a environ 50 mg/mL et on observe la 
reaction des cellules pendant 25 minutes. 
5- Resultats 
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5.1- Evaluation globale de la deformation de fibres de collagene sous un stress en 
fonction de 1' elongation 
La glycation des proteines se presente sous differents aspects. La reticulation des 
proteines de structures par les AGEs represente un aspect majeur de l'impact de la 
formation de produits de glycation dans le cadre d'une etude des composantes d'un tissu 
vasculaire. Le collagene est l'une des proteines qui compose principalement la tunique 
externe des arteres et des veines. L'effet de la reticulation du collagene se manifeste 
dans ses proprietes mecaniques. Pour bien comprendre comment evaluer les proprietes 
mecaniques, nous avons effectue l'analyse de courbes d'elongation de fibres de collagene 
par dynamometrie. Avec cet instrument, il est possible d'etirer des fibres de collagene 
(Elongation %) tout en mesurant le stress auquel les fibres sont soumises (Stress MPa) 
(Figure 12). Les courbes comportent 4 phases. Premierement, un regime de deformation 
a faible force appele la region « Toe » (Figures 12, 1). Cette phase comprend les 
premiers 5 a 6 % de l'elongation des tissus, mais represente la majorite des elongations 
physiologiques (BARBUCCI, ; HAMMER, 2007; PROVENZANO et al, 2001). 
Ensuite, le tendon se deforme de facon lineaire par rapport au stresse applique, il s'agit de 
la phase de deformation elastique (Figure 12, 2). Ici, les differents niveaux de structures 
du collagene interagissent a la maniere d'un ressort cylindrique. De plus, les 
deformations dans cette phase sont generalement reversibles. 
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Dans la phase lineaire, le tissu de collagene repond a la loi de Hooke par l'equation 
suivante : 
CT = E S Equation 5 
Ou c est la contrainte mecanique (Stress), E le module de Young et s la deformation 
(Elongation). De facon mathematique, la pente de la phase lineaire elastique est le 
module de Young des fibres de collagene. Lorsque sa valeur est faible, le module de 
Young represente une caracterisation de l'elasticite du materiel ou a 1'inverse, lorsque sa 
valeur est elevee, il represente sa rigidite. Typiquement, on remarque ensuite une 
diminution de la pente de la phase lineaire (Figure 12, 3). Ceci correspond a la phase de 
deformation plastique qui est irreversible. Finalement, on note la rupture des fibres qui 
est representee par une chute du stress applique (Figure 12, 4). D'un point de vue 
physiologique, dans un tissu de collagene, les parametres de rupture et le module de 
Young represented des cas extremes d'elongations par exemple dans des cas d'entorse 
ou de dechirures de ligaments. 
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Figure 12 : Courbe de rupture de fibres de collagene. 
Courbe de rupture typique de tendon exprimee selon le stress applique en fonction de 
1'elongation. La courbe represente une courbe de rupture d'un tendon natif. Le chiffre 1 
indique la region « Toe » qui est un regime de deformation non lineaire. Le 2 represente 
la deformation elastique lineaire, 3 le plateau est la deformation plastique et 4 le point de 
rupture. 
5.2- Evaluation de 1'impact de la reticulation sur la deformation de fibres de 
collagene en fonction du stress 
Notre hypothese de base est que les AGEs causent la reticulation des proteines comme les 
fibres de collagene changent leurs proprietes mecaniques. Afin de demontrer l'impact 
mecanique de la reticulation sur les tissus de collagene, nous avons utilise un systeme de 
reticulation non biologique : le glutaraldehyde. Cet agent est bien connu pour ses 
capacites a reticuler les tissus biologiques (NEETHLING et ah, 2003). Nous avons 
analyse differentes courbes d'elongation de fibres de collagene traitees au glutaraldehyde 
en comparaison a des tissus non traites. Ceci nous permet 1'observation des effets de la 
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reticulation sur les tissus de collagene. La figure 13-a presente des courbes typiques du 
stress en fonction de l'elongation de fibres de collagene natives et reticulees au 
glutaraldehyde. Nous avons mesure le point de rupture de ces courbes pour evaluer 
l'effet du traitement au glutaraldehyde. La reticulation des fibres de collagene augmente 
le stress maximal qu'elles peuvent soutenir avant de briser passant de 19 ± 3 MPa 
pour les fibres natives a 31 ± 7 MPa pour celles reticulees (Figure 13, c). Par contre, la 
reticulation diminue la capacite a deformer le tissu de collagene. Les elongations 
enregistrees aux points de rupture passent de 24 ± 2 % pour les fibres natives a 17 ± 3 % 
apres reticulation (Figure 13, b). De plus, une courbe de rupture typique de tissu traite au 
glutaraldehyde presente la phase « Toe » et la phase lineaire suivit immediatement par le 
point de rupture, mais la phase de deformation plastique est absente (Figure 13, a). Ceci 
suggere que la reticulation affecte la mecanique de rupture normale. 
La pente de la phase lineaire est l'expression de l'elasticite du materiel que Ton appelle 
le module de Young (Figure 14, a). Le calcul du module de Young moyen sur les fibres 
natives est de 119 ± 14 MPa et augmente a 226 ± 20 MPa suivant le traitement au 
glutaraldehyde (Figure 14, b). II y a done une augmentation de la rigidite dans les tissus 
de collagene reticules. En resume, les tissus reticules semblent supporter un stress plus 
important, mais brise a une elongation beaucoup plus faible ce qui implique qu'ils sont 
moins facilement deformables d'ou leur augmentation de la rigidite exprimee par le 
module de Young. 
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Figure 13 : Mesures des points de rupture des fibres de collagene 
A) Courbes de ruptures typiques des fibres de collagene exprimees selon le stress 
applique en fonction de l'elongation. La courbe en noire represente une courbe de rupture 
d'un tendon natif et la grise un tendon reticule. La courbe de rupture des tissus reticules 
ne presentent pas de phase plastique. B) Les mesures des elongations de rupture du 
groupe natif et traits au glutaraldehyde 4 %. Les tendons reticules permettent une 
elongation moins importante et est totalement depourvue de phase de deformation 
plastique et brise a cette valeur d'elongation. (Moyenne ± SEM p=0,05 N=4) C) Les 
mesures des forces de rupture du groupe natif et traite au glutaraldehyde 4%. Les 
tendons reticules brisent a des forces plus importantes que les natifs et la rupture est 
franche contrairement aux natifs qui semblent maintenir un stress residuel sur une longue 
elongation. (Moyenne ± SEM p=0,08 N=4) 
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Figure 14 : Meswres des modules de Young des fibres de collagene 
A) Courbes typiques d'elongation de fibres de collagene avant rupture. Le module de 
Young est la pente maximale dans le regime elastique lindaire, II s'agit d'une 
caracterisation de la rigidite des fibres de collagene. B) Mesures des modules de Young 
du groupe natif et traite glutaraldehyde 4%. La reticulation augmente la rigidite des 
tendons. (Moyenne ± SEM, N = 7, p < 0,001) 
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5.3- Evaluation de la vitesse de relaxation 
La reticulation augmente la rigidite des tissus de collagene, mais comment celle-ci se 
manifeste dans les differents niveaux de structures? Les differents phenomenes 
permettant la deformation des fibres de collagene comprend entre autre le glissement 
entre les fibrilles. Les interactions interfibrilles sont generalement non covalentes. La 
force appliquee aux fibres de collagene est transmise aux fibrilles qui glissent les unes sur 
les autres puisque aucune liaison covalente n'interfere dans leur mouvement. Cette 
mecanique permet, suite a 1'elongation de la structure, de relacher le stress durant une 
periode de temps ce qui s'apparente a un aspect de viscosite des tissus de collagene. 
Notre hypothese est que la reticulation forme des liaisons covalentes qui stabilisent les 
structures touchees. Nous avons effectue des experiences de dynamometrie afin de 
mesurer la relaxation des tissus traites au glutaraldehyde. La figure 15a presente des 
courbes de relaxation suite a l'application d'un stress dans la phase elastique de 4 MPa 
en fonction du temps. Dans un contexte de modele de reticulation de tissus vasculaire, 
nous avons calcule la vitesse de relaxation suite a la mesure de la chute de stress (Figure 
15, a AF) sur la premiere seconde de relaxation (Figure 15, a AT) pour entrer dans une 
dynamique de frequence cardiaque. La vitesse de relaxation moyenne des fibres natives 
passe de 268 ± 11 kPa/s a 64 ± 12 kPa/s suite au traitement au glutaraldehyde. Les tissus 
reticules relaxent done beaucoup moins rapidement que les tissus natifs (Figure 15-B). 
Ceci implique que le phenomene de glissement entre les fibrilles est grandement diminue 
par la reticulation. La formation de liaisons covalentes rend le tissu moins apte a se 
distancer pour abaisser le stress applique. La reticulation fusionne les differents niveaux 
de structures qui n'interagissent plus comme des entites independantes mais plutot 
comme une seule et unique fibre. 
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Figure 15 : Mesures des vitesses de relaxation de fibres de eollagene 
A) Courbe typique de la relaxation des tendons en fonction du temps. Afin de calculer la 
vitesse de relaxation, on divise AF par AT. Avant de mesurer la relaxation un meme 
stress initial de 4 MPa est applique aux echantillons ce qui correspond a la phase 
elastique de 1'elongation. B) Mesures des vitesses de relaxation du groupe natif et traite 
au glutaraldehyde 4 %. On observe une relaxation beaucoup mo ins importante des 
tendons lorsque ceux-ci sont reticules. (Moyenne ± SEM, N = 4, p < 0,001) 
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5.4- Evaluation de 1'energie de deformation de la region « Toe » 
Nous avons finalement mesure 1'impact de la reticulation sur le regime de deformation de 
la phase « Toe ». Cette phase est presente dans les premiers 5 a 6 % de l'elongation, 
mais se situe dans une gamme de force inferieure a la phase elastique. La phase « Toe » 
comprend pourtant la majorite des evenements d'elongations physiologiques 
(BARBUCCI, ; HAMMER, 2007). Nous avons dans ce cas-ci porte en graphique le 
stress en fonction de l'allongement nominal de Pechantillon (Figure 16, a). Ceci nous 
permet la mesure de l'aire sous la courbe de la deformation de la phase « Toe » avec des 
unites definies de la facon suivante : 
Pascal x metre = Newton x metre = Joule Equation 6 
2 2 
m m 
Nous associons l'aire sous la courbe a une energie de deformation, une quantite d'energie 
necessaire a deformer un cylindre d'un metre carre de surface axiale. Le traitement de 
fibres de collagene par le glutaraldehyde augmente considerablement leur energie de 
deformation passant de 22 ± 1 J/m2 pour les tissus natifs a 43 ± 2 J/m2 apres la 
reticulation (Figure 16, b). On peut imaginer qu'un tissu reticule necessite done pres de 
deux fois plus d'energie pour etre deforme. 
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Figure 16 : Mesures de I'energie die deformation des fibres de eollageme 
A) Courbes typiques stresse dans la region « Toe » d'elongation non lineaire. L'aire sous 
la courbe represente I'energie necessaire a la deformation des structures au repos. B) 
Mesures de la force de deformation du group natif et traite au glutaraldehyde 4 %. Les 
tendons reticuMs requierent une force superieure pour leur deformation. 
(Moyenne ± SEM, N = 6, p < 0,001) 
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5.5- Evaluation globale des parametres mecaniques de tendons reticules dans un 
modele de reticulation par le glutaraldehyde 
Nous avons suggere que la reticulation causee par les AGEs avait un impact sur les 
proprietes mecaniques des fibres de collagene. Afin de verifier cette hypothese, nous 
avons dans un premier temps effectue des traitements des tissus de collagene au 
glutaraldehyde, ce qui represente un modele de reticulation positive. La reticulation induit 
un changement sur les proprietes mecaniques des tissus de collagene. La figure 17 
presente l'effet du glutaraldehyde sur les differents parametres mecanique etudies. Nous 
observons en moyenne une augmentation de 63 % de la force de rupture, une diminution 
de 30 % de l'elongation de rupture, une augmentation de 90 % du module de Young, une 
diminution de 73 % de la vitesse de relaxation et une augmentation de 87 % de l'energie 
de deformation suite au traitement au glutaraldehyde. La mesure de ces parametres 
mecaniques de deformation represente une validation du modele de reticulation et de son 
impact sur les proprietes mecaniques du collagene. Les AGEs causent eux aussi la 
reticulation du collagene. Notre hypothese suivante concerne done toujours l'impact de 
la reticulation, mais cette fois-ci induit par les AGEs. 
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Figure 17 : Histogramme dies impacts de la reticulation sur les fibres de co.Uagene 
Changements relatifs de la vitesse de relaxation, 1''elongation et la force de rapture, le 
module de Young et 1'energie de deformation avant et aprds un traitement au 
glutaraldehyde 4 % qui est un agent reticulant puissant. Toutes ces proprietes m^caniques 
des tendons sont affectees par la reticulation. (Moyennes relatives aux moyennes natives 
± SEM relatives a leur moyenne N entre 4 et 7 * p < 0,05, '*** p < 0,001) 
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5.6- Evaluation globale des parametres mecaniques de tendons reticules dans un 
modele de reticulation par les AGEs in vivo chez des souris diabetiques 
Pour evaluer l'impact de la reticulation par les AGEs, nous avons effectue la mesure de 
differents parametres mecaniques de tendons preleves sur des souris de types sauvages et 
des souris qui developpent un diabete de type 1. Dans des cas d'hyperglycemic 
pathologiques, il y a une augmentation des AGEs et de la reticulation causee par ceux-ci 
(GENUTL et al, 2005; KILHOVD et al, 2007). Notre hypothese est que la reticulation 
causee par les AGEs chez les souris diabetiques affecte les parametres mecaniques de 
leurs tissus de collagene comme dans le modele de reticulation au glutaraldehyde (Figure 
18). Effectivement, nous observons que la force de rupture augmente en moyenne de 54 
%, 1'elongation de rupture diminue de 21 %, le module de Young augmente de 77 %, la 
vitesse de relaxation diminue de 38 % et que l'energie de deformation augmente de 13 % 
(Figure 18). En accord avec notre modele de reticulation positive au glutaraldehyde, la 
reticulation des tissus de collagene par les AGEs dans des cas des cas d'hyperglycemies 
pathologiques affecte les proprietes mecaniques de ces tissus. Le collagene etant une 
composante majeure des vaisseaux sanguin comme les arteres et les veines, nous 
suggerons que la reticulation peut affecter de facon similaire les vaisseaux sanguins dans 
des cas d'hyperglycemies pathologiques comme le diabete. 
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Figure IS : Histograrame des impacts de la reticulation par les AGEs dans un 
mod.ele in vivo de souris diabetiqises 
Les changements relatifs des differents parametres m£caniques mesures sur des tendons 
de souris diabetiques et de type sauvage. La force et 1'elongation de rapture, le module 
de Young, la vitesse de relaxation et 1'energie de deformation sont affected par la 
reticulation par les AGEs. 
(Moyennes relatives aux moyennes natives ± SEM relatives a leur moyenne * p.< 0,05) 
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5.7- Evaluation de l'impact de la reticulation des AGEs dans un modele de 
traiteraent au glucose ex vivo sur des tendons 
Nous avons par ailleurs evalue la reversibilite de la reticulation causee par les AGEs. 
Plusieurs contraintes experimentales nous permettent difficilement d'effectuer la totalite 
des mesures mecaniques pour 1'evaluation de la reversibilite. Dans un premier temps, 
1'elongation de tissus de collagene heterogenes rend les parametres tels l'energie de 
deformation tres variables. Nous voulons done mesurer revolution des effets des 
differents traitements sur un meme tissu et ainsi obtenir des donnees comparables a ses 
proprietes d'origine. Par contre, l'elongation des fibres de collagene dans la phase 
elastique peut causer des changements irreversibles qui peuvent modifier les proprietes 
mecaniques. Nous avons limite les observations a la phase « Toe » par la mesure de 
l'energie de deformation sur chacun des tissus apres chaque traitement. La phase « Toe » 
represente tout de meme la region d'interet physiologique. 
Afin de mesurer l'effet de la reticulation par les AGEs sur la mecanique des fibres de 
collagene dans la phase « Toe », nous avons traite de fa?on artificielle des tendons 
extraits de queue de rat avec une solution contenant 0,5 M de glucose. Nous avons 
d'ailleurs controle la presence de AGEs sur ces tendons par immunofluorescence grace a 
un anticorps anti-AGE revele par un antieorps secondaire couple a l'Alexafluor 488. La 
figure 19 presente differents tendons ayant subit le traitement au glucose ou une 
incubation dans une solution sans glucose (groupe natif). Les colonnes presentent des 
images prises par les differents modes de microscopie optique soit en contraste de phase a 
la lumiere blanche ou en fluorescence par excitation des fluorophores avec une lumiere a 
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une longueur d'excitation des fluorophores. La derniere colonne presente la 
superposition des deux images. La couleur verte est l'image de fluorescence. Les rangees 
presentent les differents traitements imposes aux echantillons. La range natif montre un 
tissu qui a ete incube dans une solution sans glucose (Figure 19, a). On detecte une 
fluorescence basale de ce tissu. Cette fluorescence peut etre non specifique ou endogene 
(Figure 19, b et c). Par contre, lorsque le tissus est traite au glucose (Figure 19, d), il y 
une augmentation significative de la formation de AGEs detectes par fluorescence 
(Figure 19, e et f). La derniere rangee presente le montage sur lame de microscope de 
deux tissus de collagene ayant subi les deux differents traitements, le natif a gauche et le 
traite au glucose a droite (Figure 19, g). Ceci nous permet d'evaluer qualitativement la 
hausse de la formation des AGEs sur les tissus suivant un traitement au glucose (Figure 
19, heti) . 
Nous avons par la suite mesure l'energie de deformation des tissus et la consequence des 
differents traitements. La figure 20 presente tout d'abord les courbes typiques de 
deformation d'un tissu par le stress en fonction de l'elongation nominale dans la phase 
« Toe » avant tout traitement (Figure 20, a ligne noire), apres la reticulation au glucose 
(Figure 20, a ligne en tiret) et apres un traitement au PTB, un agent briseur de 
reticulation (Figure 20, a ligne pointillee). La mesure de l'aire sous ces differentes 
courbes montre revolution de l'energie de deformation dans ce tissu suite a un 
traitement reticulant et le renversement de cet effet par un agent briseur de reticulation. 
L'histogramme de la figure 20b affiche les mesures relatives d'energie de deformation 
des tissus evalues en fonction de leur etat natif rapporte a 100 % dans la premiere 
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colonne. La colonne controle correspond a des tissus qui ont subi une incubation dans 
une solution sans glucose. Nous n'avons observe aucun changement significatif de leur 
energie de deformation. La colonne glucose presente l'effet de la reticulation par les 
AGEs suite a un traitement au glucose. La reticulation augmente de facon significative 
Penergie de deformation de 45 % en moyenne. Finalement, la colonne PTB presente une 
diminution significative d'environ 35 % de 1'energie de deformation suite a un traitement 
par un agent briseur de reticulation. Ces resultats nous permettent deux conclusions. 
Premierement, il est possible de renverser l'effet de la reticulation par un agent 
pharmacologique. De plus, puisque le PTB est un agent briseur de reticulation 
specifique aux groupements dicarbonyles presents sur certaines structures de AGEs 
reticulees, son action sur les tissus de collagene traite au glucose implique qu'il y a 
reticulation par les AGEs. Les fibres de collagene peuvent done etre reticulees par le 
glucose ce qui affecte leur capacite a se deformer sous la pression. Puisque le collagene 
est une proteine structurelle importante dans les vaisseaux sanguins, sa reticulation peut 
augmenter la resistance a deformation du tissu vasculaire sous la pression sanguine. 
Cette resistance a la deformation represente la compliance des vaisseaux qui est la 
capacite de ceux-ci a s'expandre en reponse a une augmentation de pression. Les agents 
briseurs de reticulation sont en mesure de retablir en partie la compliance. 
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Figure 19 : Caracterisation de la glycation sur des tendons par immunofluorescence 
A) Tendon non traite en contraste de phase et B) en immunofluorescence des AGEs 
revetee par le fluorophore Alexafluor 488. C) Image superpose" de la fluorescence sur le 
contraste de phase. Lorsque le tendon est traite au glucose (D a F) on observe une 
augmentation de la fluorescence du aux AGEs. G a I presente un montage sur lame d'un 
tendon traite au glucose a droite juxtapose a un non traite a gauche. 
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Figure 20 : Mesures de 1'energie de deformation dans un modele ex vivo 
A) Courbes typiques de la phase « Toe » de tendons traites au glucose. L'aire sous la 
courbe represente la mesure de Penergie de deformation des tendons avant et apres avoir 
et£ traite au glucose suivit d'un traitement au PTB. B) Le contrdle represente des tendons 
qui etaient incubes dans du PBS sans glucose. La reticulation des AGEs sur les tendons 
sernble augmenter la force de deformation d'environ 50 %. Un second traitement PTB, 
un agent briseur de reticulation, semble retablir en partie la force de deformation. 
(Moyennes relatives aux natives ± SEM relatives a leur moyenne N = 6 p < 0,01) 
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5.8- L'imagerie par AFM de fibres de collagene 
Afin de mieux comprendre de quelle facon 1'elongation des fibres de collagene se 
repercute sur leurs niveaux de structure, nous avons effectue de Pimagerie a haute 
resolution par microscopie a force atomique de fibrilles de collagene sur des tendons 
extraits de queue de rat. Ceci peut nous permettre de determiner l'origine moleculaire de 
retirement des fibrilles de collagene et reveler la localisation de la reticulation. Les 
images AFM sont des topographies (3 dimensions) de la surface balayee a l'aide d'une 
pointe nanoscopique. La dimension de hauteur est donnee par une echelle de couleurs de 
noir a blanc. Les couleurs foncees representent les points les plus profonds et les 
couleurs pales les points les plus sureleves (Figure 21). Une plage balayee comprend 
plusieurs fibrilles generalement orientees de facon parallele (Figure 21, fleches blanches). 
Sur chacune de ces fibrilles il est possible d'observer une repetition de creux et de bosses. 
C'est structures sont associees aux intervalles et chevauchements ayant une periodicite 
typique d'environ 67 nm (Figure 21, annotations de 67 nm). 
Pour mesurer l'impact de l'application d'un stress ou une elongation sur les niveaux de 
structures moleculaires du collagene, nous avons mesure la periodicite des fibrilles sous 
une tension. La figure 22 presente une serie d'images AFM de fibrilles de collagene a 
une elongation nulle (Figure 22, a 0%), a une elongation de 3 % (Figure 22, b) et de 7% 
(Figure 22, c). Lorsque Ton applique une tension sur les tendons, nous pouvons moduler 
la periodicite sur les tendons ce que l'on observe principalement par 1' augmentation des 
zones foncees (Figure 22, b et c) qui sont associe aux intervalles. Les intervalles ont une 
densite moins elevee et offrent done moins de resistance a la deformation que les 
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chevauchements. Ceci explique pourquoi ce sont eux qui prennent de l'expansion et non 
les intervalles (Figure 7). Pour determiner le changement de periodicite moyen, l'analyse 
longitudinale sur les fibrilles permet 1'evaluation de la distance entre la succession 
d'intervalles et de chevauchements. Dans la figure 22, nous avons mesure 10 repetitions 
(Figure 22, a a c, fleches rouges). La periodicite passe d'environ 66,7 nm a 69,3 nm a 
une elongation de 3 % puis a 70,3 nm a une elongation de 7 %. Le graphique a la figure 
22d presente la correlation entre 1'augmentation de la periodicite en fonction de 
l'elongation. Le second axe vertical represente 1'augmentation relative de la periodicite. 
L'expansion de la periodicite atteint un plateau autour de 6 % d'elongation. Les mesures 
de periodicite sur des tissus sous tension suite a un traitement reticulant se sont averees 
pour l'instant peu concluantes. Nous ne pouvons pas determiner avec certitudes que la 
reticulation affecte le phenomene d'expansion moleculaire. Par contre, l'expansion 
moleculaire des monomeres de collagene lors d'une elongation peut etre associee a une 
grande partie de la phase « Toe » puisque ce phenomene atteint un plateau a 6 %. 
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Figure 2 1 : Topographie AFM-de fibrilles de collagene 
L'image presente une topographie de la surface d'un tendon. On peut y observer 
plusieurs fibrilles qui ont un diametre d'environ 150 nm (Fleches blanches). Sur chacune 
de ces fibrilles, on discerne une repetition de creux et de bosses associees aux intervalles 
et chevauchements selon un patron repetitif de 67 nm. La fleche rouge indique le sens 
general des fibrilles. 
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Figure 22 : Analyse de la structure des fibrilles par AFM 
Les fibrilles de collagene presentent des intervalles et des chevauchements selon un 
patron repetitif. A) Lorsque Ton observe des fibrilles de collagene soumises a aucun 
stress on mesure (fieches rouges) un patron repetitif d'envirpn 67 nm. Les fibrilles de 
collagene soumises a un stress de 3 % (B) ou 7 % (C) presentent une periodicite 
d'environ 69 nm et 70 nm respectivement. D) La correlation entre la periodicite en 
fonction de l'elongation appliquee sur le tendon. 
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5.9- Reticulation des cellules endotheliales 
Dans un second lieu, nous nous sommes interesses a l'effet que peut avoir les AGEs sur 
1'endothelium, un second element important dans le systeme sanguin. Nous avons etudie 
la mecanique membranaire de 1'endothelium dans un modele de cellules endothelial e en 
culture expose a un traitement reticulant. Tout d'abord, afin d'evaluer l'impact de la 
reticulation sur les cellules endotheliales, nous avons utilise le modele de reticulation au 
glutaraldehyde. Pour ce faire, des cellules natives ou traitees au glutaraldehyde sont 
sondees a l'aide d'une pointe AFM par spectroscopie de force. On mesure la deflection 
du cantilever en ecrasant les cellules avec la pointe (Figure 23, a). La deflexion peut etre 
convertie en force selon la constante de ressort du cantilever. La figure 23 a presente tout 
d'abord une courbe typique lors du contact avec une surface rigide non deformable 
comme le fond d'une boite de Petri (Figure 23, a, noire). La courbe d'approche sur 
cellules natives represente une surface beaucoup plus souple (Figure 23, a, courbe bleue 
foncee). Suite a un traitement reticulant au glutaraldehyde, les cellules exhibent une 
surface beaucoup plus rigide et beaucoup moins deformable (Figure 23, a, courbe bleue 
pale). Afin de calculer la rigidite de la surface membranaire, nous mesurons la force de 
deflection 300 nm apres le point d'inflexion au contacte entre la pointe et la cellule 
(Figure 23, a AF). Cette force permet la mesure d'un module de Young qui caracterise la 
rigidite membranaire. L'histogramme de la figure 23 presente l'effet de la reticulation 
par le glutaraldehyde sur le module de Young. Le glutaraldehyde augmente le module de 
Young de 1057 ± 31 Pa pour les cellules native a 4726 ± 383 Pa apres le traitement. La 
reticulation affecte done grandement les proprietes mecaniques des membranes 
cellulaires. 
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Figure 23 : Mesures du module die Young de cellules eadotheliaks 
A) Courbes d'approches de la surface, la bleue foncee une surface cellulaire souple, la 
bleue pales une surface cellulaire apres un traitement au glutaraldeliyde et la noire une 
surface rigide. La rnesure du module de Young des membranes cellulaire des EAhy 926 
se fait par spectroscopic de force. Nous avons effectue un controle positif de l'effet de la 
reticulation par un traitement glutaraldehyde 80mM. AF represente la force mesure a 
distance 8 = 300 nm pour calcule le module de Young selon le modele de Hertz 
(Equation 2). B) La rigidity de la membrane est augmentee d'un facteur cinq suite a ce 
traitement. (Moyenne ± SEM N= 20 p < 0,001) 
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5.10- Effet des AGEs sur les cellules endothelials 
Afin de mesurer 1'effet de la reticulation par les AGEs sur les. proprietes mecaniques 
membranaires des cellules endotheliales, nous avons expose les cellules de facon 
chronique a differentes concentrations de glucose (5 raM, 40 mM et 80 mM) de 2 a 4 
semaines. Nous avons controle la formation de AGEs par immunofluorescence suite a 
une detection par un anticorps anti-AGE (Figure 24). Les differentes images 
d'epifluorescence de la figure 24 presentent par colonnes les differents marqueurs 
fluorophores. Nous avons marque le cytosquelette d'actine a l'aide de la phalloidine 
fluorescente (Figure 24, a, e et i), les noyaux par le Hoechst, un agent intercalant l'ADN 
(Figure 24, b, f et j) et les AGEs par immunofluorescence indirecte a l'aide d'un anticorps 
secondaire couple a l'Alexafluor 488 (Figure 24, c, g et k). La derniere colonne presente 
la superposition des trois images de fluorescence. Les rangees presentent les differentes 
concentrations de glucose auxquelles les cellules sont exposees soit de 5 mM, 40 mM et 
80 mM. Le group expose a 5 mM represente les conditions normales de glycemie. Les 
groupes 40 mM et 80 mM represented deux conditions d'hyperglycemic La figure 24c 
comporte un niveau basal de AGEs. On peut evaluer qualitativement l'accroissement du 
niveau de AGEs dans les groupes 40 mM et 80 mM dans les figures 24g et k. L'un des 
elements cellulaires pouvant modifier les proprietes mecaniques de la membrane est le 
cytosquelette. Celui-ci est compose entre autre des microfilaments d'actine, des 
filaments intermediaries et des microtubules. Nous avons verifie l'actine puisqu'elle est 
exprime par toutes les cellules du corps, elle a une duree de vie cellulaire relativement 
longue et represente jusqu'a 10 % de la masse proteique des cellules. Nous avons done 
evalue la colocalisation entre le cytosquelette d'actine avec les AGEs. Par contre, il ne 
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semble pas y avoir de correlation particuliere entre les structures d'actine et les AGEs 
formes (Figure 24, d, h et 1). Les AGEs affectent done probablement d'autres structures 
que les microfilaments d'actine. Nous n'avons pas tente de determiner lesquelles de ces 
structures etaient effectivement glyquees. 
Afin d'evaluerT impact de la reticulation causee par les AGEs, nous avons effectue la 
mesure du module de Young sur des cellules exposees de facon chronique a differente 
concentration de glucose. La figure 25a presente des courbes d'approches typiques qui 
ont un point d'inflexion plus ou moins abrupt selon la rigidite des cellules. Sur les 
cellules exposees a de fortes concentrations de glucose, le point d'inflexion est 
generalement plus abrupt (Figure 25, a bleue pale et vert) que sur les cellules aux 
conditions normales de glucose (Figure 25, a bleue foncee). Ceci indique que les cellules 
exposees a de grande concentration de glucose sont moins facilement deformables que les 
cellules normales. Le module de Young calcule (methode d'analyse de Hertz) est 
significativement plus eleve sur les cellules exposees aux grandes concentrations de 
glucose passant de 1055 ± 31 Pa pour le group 5 mM a 1418 ± 44 Pa pour le groupe 
40 mM et 1572 ± 58 pour le groupe 80 mM (Figure 25, b). Les AGEs peuvent done 
cause de la reticulation qui change les proprietes mecaniques des membranes cellulaires 
suite a l'exposition a des concentrations elevees de glucose. Dans un tissu vasculaire, 
l'endothelium est lui aussi expose a de grandes concentrations de glucose dans la 
pathologie du diabete. 
1 g 
3 w 
« n 
oS S s 
" .© 
«J 
C 3 
'12 <0 
m 
<+H " 3 * •* is «1 a .3 '.« 
a S 
.a «^a 
^ 3 pCKCCJ 
© JL, 
• W 
.73 2 
<LJ 
«> 
s 
© 
SJ 
&5 
g 
a a 
© fe* 
fa 2 
© 
•£=$ 
© 
* t 5 ® S 
<o ^ M ^Q 
'TO m m 
— w w -M eg 
o
 3 M eLSd 
p f i i 
-?*? 
^ff^v^JJIPF^ 
*s 
o E 
a " 
C3 s« 
^ - w 
IS 
o"0 
>-© 
•4=5 
88 
u 
fci 
fa 
a, *> 
p >=^  
O S£ ca © J? <U> o 
1*1 
eg 
a fa 
© w 
© © 
iS 
-IS 
e ca 
OS 
M 13 W3 0} I 
O Q 
fe ^ jX] X 
S3 
© p to is « 
Resultats 80 
*S 0. 
C 
<D 
O 0 2 -
o 
UL 
B 
Glucose 5mM 
Glucose 40 mM 
Glucose 80 mM 
"'"'T 
-1000 
Extension (nm) 
CO 
CL 
en 
r 3 O 
> 
a> 
T3 
M
od
ule
 
I O U U -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -
n _ 
*** I 
* -
- r 
•
: 
I '• -
T '• 
Glucose 5mM Glucose 40 mM Glucose 80 mM 
Figure 25 : Mesures du module de Young des cellules endothelials exposees au 
glucose 
A) Courbes • d'approches typiques sur cellules selon leur exposition au glucose. On 
mesure la difference de force a partir du point d'inflexion jusqu'a 300 nm apres le 
contacte de la cellule. Ce AF permet le calcul du module de Young. B) Variation du 
module de Young en fonction de la concentration de glucose auxquelles les cellules sont 
exposees. (Moyenne ± SEM N= 100 *** p < 0,001 * p < 0,05) 
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5.11- Les phenomenes qui affectent les proprietes mecaniques de la membrane 
Afin de bien isole le phenomene de la reticulation nous avons identifie d'autres 
phenomenes pouvant affecter la mecanique membranaires dans notre systeme 
d'exposition chronique a de fortes concentrations de glucose soit les changements 
osmotiques et la stimulation continuelle du recepteur RAGE par la presence augmente de 
ligand AGEs. Nous avons done considerer la possibilite que ces phenomenes pouvaient 
eux aussi contribuer a un changement mecanique membranaire. Nous avons done etudier 
leur effet de facon independante. 
5.12- L'osmolarite 
Pour determiner si les augmentations de rigidite cellulaire sont causees par les 
changements d'osmolarite, nous avons effectue une serie de mesures par spectroscopic de 
force sur des cellules a 5 mM de glucose. Par la suite nous avons effectue une seconde 
serie de mesures 3, 6 et 24 heures apres un changement de milieu de culture passant de 5 
mM a 80 mM de glucose. II n'y a aucun changement significatif de module de Young a 
aucun des intervalles de temps mesures ce qui indique que les changements mecaniques 
du aux changements osmotiques, s'ils ont lieu, doivent se resorber dans un delai inferieur 
a 3 heures et n'interfere pas dans nos mesures de rigidite du modele d'exposition 
chronique. 
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5.13- L'expression du recepteur RAGE 
Dans un second temps, la stimulation du recepteur RAGE induit une reponse cellulaire. 
Une stimulation chronique des cellules endotheliales par une presence accrue de AGEs 
pourrait causer une reponse continuelle causant des changements membranaires. Aim de 
determiner l'effet d'une stimulation par des agonistes AGEs sur les cellules endotheliales, 
nous avons en premier lieu verifie l'expression du recepteur RAGE dans la ligne de 
cellules endothelial par immunobuvardage de type Western. Les cellules endotheliales 
semblent exprimer differentes isoformes du recepteur (Figure 26). Nous n'avons pas 
tente d'identifier lesquels des isoformes nous avons detectees, mais nous assumons que la 
forme complete du recepteur est presente. Les cellules peuvent done etre stimulees par 
des AGEs. 
Anti-RAGE 
72kDa 
T 'ii'itiiiiri^il'&i^^Si^ 
52kDa 
42kDa 
Figure 26 : Expression du recepteur RAGE par les cellules endotheliales 
Nous avons verifie l'expression du recepteur RAGE des EAhy 926 par 
immunobuvardage de type Western. L'anticorps anti-RAGE semble reconnaitre des 
isoformes de RAGE exprimees par ces cellules. 
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5.14- Caracterisation des agonistes 
Toujours afin d'evaluer l'effet d'une stimulation par les AGEs sur les cellules 
endothelial, nous avons prepare deux agonistes AGE et un controle a partir d'une 
solution de BSA selon une methode de glycation thermique. La caracterisation des 
agonistes par electrophorese sur gel de polyacrylamide nous permet de distinguer un 
retard dans la migration de AGE-BSA versus la BSA seule (Figure 27, a). De la meme 
facon, la migration de l'agoniste AGE-BSA-Lys est retardee versus l'agoniste AGE-BSA 
et BSA seule. Ces retards de migration peuvent etre associes a une augmentation de leur 
poids moleculaire. Par la mesure de leur migration en correlation avec celle d'un 
marqueur de poids moleculaire, on peut evaluer leur poids moleculaire (Figure 27, b). Le 
poids evalue de la BSA est d'environ 65 kDa. Le poids moleculaire calcule de cette 
proteine est de 66,43 kDa. Le parametre important ici est le retard de migration des 
agoniste BSA modifies. En effet, on evalue le poids moleculaire de AGE-BSA a environ 
67 kDa et celui de AGE-BSA-Lys a 68 kDa. Nous avons done effectivement modifie la 
BSA native par une exposition au glucose. Nous pensons que le l'agoniste AGE-BSA 
forme des structures de AGE beaucoup plus simples comme le CML. Le AGE-BSA-Lys 
peut former des structures reticulees avec les lysines presentes en solution. Par contre, 
nous n'avons observe aucun dimere reticule pour aucun des agonistes prepares. Nous 
avons evalue la presence de AGEs reticules et complexes par leur autofluorescence en 
spectrofluorometrie (Figure 28). Le spectre de fluorescence a une longueur d'onde 
d'excitation de 370 nm revele une autofluorescence des AGEs (Figure 3) beaucoup plus 
elevee pour l'agoniste AGE-BSA (700 RFU/mg de proteine) et d'autant plus pour 
l'agoniste AGE-BSA-Lys (1100 RFU/mg de proteine) que ne Test 1'autofluorescence 
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basale de l'agoniste BSA seule (200 RFU/mg de proteine). Ceci indique qu'il y a 
formation de AGEs sur la BSA lorsqu'elle est exposee au glucose et que l'ajout de 
lysines en solution permet la formation de plus de AGEs complexes autofluorescents. 
Pour confirmer la presence de ces AGEs plus complexes on pourrait, par exemple, 
digerer ces produits formes et effectuer de la spectroscopie de masse pour evaluer la 
difference entre les fragments de BSA incubes avec ou sans lysines. 
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Figure 27 : Caracterisation des agonistes par SDS-PAGE 
A) Electrophorese des agonistes BSA, AGE-BSA et AGE-BSA-Lys marques par 
coloration des proteines. On peut observer un retard de la migration de AGE-BSA par 
rapport a la BSA seule et un leger retard de AGE-BSA-Lys par rapport au AGE-BSA ce 
qui suggere que leur poids moleculaire a change tel qu'indique en B. (Moyenne ± SEM 
N = 3) 
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Figure 28 : Caracterisation des agonistes par autofluorescence des AGEs a 370 nm 
Le spectre d'emission de la solution AGE-BSA presente une fluorescence relative a la 
quantite proteique augment^e par rapport a la solution de BSA seule. Celle de AGE-
BSA-Lys est d'autant plus augmentee par rapport a AGE-BSA. 
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5.15- Evaluation des effets des agonistes AGEs sur les cellules endotheliales 
Finalement, nous avons observe l'effet qu'ont les agonistes AGEs sur les cellules en 
culture par microscopie a contraste de phase. La figure 29 presente la morphologie des 
cellules selon l'agoniste utilise pour la stimulation. Nous pouvons evaluer 
qualitativement la morphologie des cellules avant la stimulation, au moment de la 
stimulation et 25 minutes apres la stimulation. L'agoniste controle BSA induit tres peu 
d'effet sur la morphologie des cellules (Figure 29, a, b, et c). L'agoniste AGE-BSA 
induit une forte reponse cellulaire visible par 1'augmentation de l'espace intercellulaire 
(Figure 29, d, e et f). L'agoniste AGE-BSA-Lys induit une reponse moderee, on observe 
tout de meme une augmentation de l'espace intercellulaire (Figue 28, g, h, et i). Les 
cellules endotheliales reagissent a une stimulation par les AGEs en se contractant. Une 
stimulation continuelle pourrait conserver la cellule dans un etat de contraction. Cette 
contraction peut induire une modification de sa rigidite membranaire. II faudra 
determiner le module de Young sur des cellules avant et apres la stimulation a des 
agonistes AGEs. 
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Figure 29 : Effets des agonistes AGEs sur les cellules endothelials 
Images par microscopie a contraste de phase. Les colonnes presenters la morphologie 
des cellules endotheliales 5 minutes avant l'ajout des agonistes, au moment de l'ajout et 
25 minutes apres l'ajout. Les rangees presentent les differents agonistes injectes. 
L'espace entre les cellules augmente suite a l'ajout des agonistes (fleches blanches). 
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6- Discussion 
Afin de comprendre comment les AGEs peuvent affecter les proprietes mecaniques des 
tissus de collagene, il est important de connaitre le mecanisme d'elongation standard de 
ces fibres. Tout d'abord, il y a au moins trois phenomenes par lesquels les fibres de 
collagene peuvent subir l'elongation de leur structure (Figure 30). Le premier est le 
redressement des ondulations (Figure 7, fascicule). Ce phenomene est souvent associe a 
la phase « Toe ». Rappelons que la phase « Toe » est la phase de fonctionnement 
physiologique des structures de collagene (BARBUCCI, ; HAMMER, 2007; 
PROVENZANO et al, 2001). Des modeles suggerent qu'il y a redressement de toutes 
structures ondule dans le tendon pendant la phase « Toe » jusqu'a ce que toutes les 
structures soient paralleles (FRATZL et al, FREED et al, 2005).). Par contre, plusieurs 
evidences semblent dissocier le phenomene de redressement a la phase «Toe». 
Premierement, les ondulations semblent disparaitre apres une elongation atteignant la 
phase lineaire (HAMMER, 2007), mais la phase «Toe » demeure presente. De plus, les 
structures sous-jacentes au tendons comme les fascicules ou les fibrilles presenteht eux 
aussi une phase « Toe » (ATKINSON et al, 1999; GRAHAM et al, 2004). Le second 
phenomene est l'expansion moleculaire des monomeres (Figure 7, monomere). Gn 
retrouve les monomeres dans la structure des fibrilles (Figure 7 et 30). L'application 
d'un stress peut amplifier leur longueur (FRATZL et al, 1998; FREED et al, 2005). 
Ceci se reflete par 1'augmentation de la periodicite (Figure 22 et 30). II semble que cette 
expansion soit associee a la region « Toe » et a la phase lineaire (FRATZL et al, 1998). 
Le dernier phenomene qui est applique a la phase lineaire est le glissement des fibrilles 
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(Figure 30). Les structures paralleles s'etirent et glissent les une sur les autres pour 
s'allonger de facon lineaire sous ia force en augmentation (Figure 30). Certaine etudes 
rapportent qu'une elongation trop importante ou d'une duree excessive dans la phase 
elastique entraine des dommages irreparables des tissus cornme un allongement de ceux-
ci (HAMMER, 2007). Finalement, la phase de deformation plastique est une elongation 
plus importante que le tissu ne le permet. Elle entraine des dommages irreversibles aux 
tissus qui diminuent la cohesion entre les differents niveaux de structure et menent a la 
rapture (BARBUCCI,; FREED et al, 2005; HAMMER, 2007; REDDY, 2004b). 
^TKkm«ati<m ; i^ ^KlcMigstffeMi ; ^fy &taftgKth» 
Figure 30 : Phenomenes de deformation axiale 
L'elongation des tissus de collagene passe par differents niveaux de structures et 
implique 3 phenomenes, le redressement de ondulation, l'expansion moleculaire et le 
glissement des fibrilles. 
II est primordial de comprendre comment la reticulation affecte les diverses proprietes 
mecaniques des tissus a base de collagene. Le systdme de reticulation positive au 
giutaraldehyde s'est avere un outil de choix pour la comprehension des divers 
phenomenes mecaniques affectes par la reticulation. Le giutaraldehyde n'est evidernment 
pas physiologique, mais represente tout de mSme la methode la plus utilisee pour la 
reticulation de matrice de collagene dans la production de prothese (YOSHIOKA et al, 
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2008). De plus, la reaction de reticulation a l'aide du glutaraldehyde implique les amines 
primaires des proteines comme la reaction de glycation tel qu'illustre dans la figure 1 lb 
(ENGLERT et al, 2007). Les differentes proprietes mecaniques observees se sont 
averees toutes alterees par la reticulation au glutaraldehyde (Figure 17). En effet, au 
point de rupture des fibres de collagene reticulees au glutaraldehyde supportent des forces 
63 % plus grande, mais s'allonge 30 % de moins que les fibres natives. Les fibres 
reticulees sont done plus solides, mais ne se deforment pas autant ce qui peut se definir 
comme une augmentation de la fragilite. Les ruptures s'appliquent plutot a des cas 
extremes d'elongation par exemple les blessures. II y a d'ailleurs une augmentation des 
blessures comme les dechirures ligamentaire, les entorses et les fractures osseuses chez 
des patients atteints de diabete (REDDY et al, 2001; ROSENBLOOM et al, 1983). La 
reticulation de ces tissus par les AGEs peut etre mise en cause. Dans un autre ordre 
d'idee, la courbe de rupture des fibres reticulees ne comporte aucune phase de 
deformation plastique. La rupture de ceux-ci se produit a des elongations equivalentes a 
l'entree dans la phase plastique des fibres natives, mais toujours a un stress nettement 
superieur. De plus la rupture est franche et ne comporte aucun stress residuel. La rupture 
des tissus reticules se fait done en bloc plutot que ruptures singulieres des 
microstructures. Lors des experiences, les ruptures des fibres reticulees se produisent 
generalement a un point d'ancrage contrairement a la rupture des tissus natifs qui se 
produit par effilochement a partir du centre de l'echantillon. Ceci suggere que la 
cohesion entre les fibrilles est augmentee par la reticulation. Le nombre de liaisons 
covalentes a travers le tissu est plus grand ce qui fait que les differents niveaux de 
structures ont beaucoup plus de points d'attachement les uns avec les autres. Le 
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phenomene de glissement des fibrilles est d'ailleurs grandement affecte par la formation 
de liaisons covalentes des reticulations. Nos mesures temporelles suite l'application d'un 
stress, nous ont permis d'evaluer la relaxation des tissus par le glissement des fibrilles. 
Nous avons observe une diminution de la vitesse de relaxation passant de 268 ± 11 kPa/s 
a 64 ± 12 kPa/s suite a un traitement au glutaraldehyde (Figure 15). Sur des fibres 
natives, suite a l'application d'un stress, celles-ci peuvent relaxees jusqu'a 70 % du 
stress initial (KENEDI et al, 1975). Suite a un traitement reticulant par glutaraldehyde 
de valve d'aorte, Rousseau et al. rapporte une diminution de 60 % de cette capacite de 
relaxation (ROUSSEAU et al, 1983). La reticulation augmente done reellement la 
cohesion entre les structures et attenue le phenomene de glissement fibrillaire. D'un 
point de vue mecanique, les tissus natifs agissent comme plusieurs ressorts independants 
alors que les tissus reticules agissent comme un seul ressort (Figure 30). A ce niveau 
d'organisation moleculaire, on peut imaginer que la transmission d'une onde de pulsation 
est affectee dans un systeme vasculaire puisque les structures et molecules sont tous 
beaucoup plus liees les unes aux autres. On observe d'ailleurs une augmentation de la 
vitesse de l'onde pulsee dans des cas d'hypertension associe au diabete (JOFfNSTONE et 
al, 2001). 
A partir des courbes de rupture, nous avons egalement calcule le module de Young des 
fibres de collagene en evaluant la pente de la phase lineaire. Ce parametre represente en 
quelque sorte une mesure de la rigidite du materiel. Generalement, les modules de 
Young rapporte dans la litterature pour des tendons varient entre quelques dizaines a plus 
d'une centaine de mega pascal (FREED et al., 2005). Nous avons mesure un module de 
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Young moyen de 119 ± 14 MPa pour les tendons de rat natif. De plus, la reticulation au 
glutaraldehyde amplifie le module de Young a 226 ± 20 MPa (Figure 14). II y a done 
une augmentation considerable de la rigidite des tissus causee par la reticulation. Ceci 
peut s'expliquer egalement par Paugmentation de la cohesion entre les fibrilles en les 
empechant de glisser les unes sur les autres pour accroitre la rigidite de la structure 
entiere du tissu. De plus, ce phenomene peut etre associe a l'augmentation de la rigidite 
arterielle chez les diabetiques (DOGGRELL, 2001). 
En resume, nous avons mesure 1'impact de la reticulation dans un modele de reticulation 
positive au glutaraldehyde sur des fibres de collagene. Nous pensons que ce modele 
reflete en partie les effets que la reticulation peut avoir sur des tissus comportant du 
collagene comme la tunique externe des vaisseaux sanguin. La formation de liaisons 
covalentes entre les structures du collagene empeche le bon fonctionnement de la 
mecanique structurelle ce qui peut avoir des impacts directs sur la rigidite des vaisseaux 
comme les cas d'hypertension associe au diabete. Nous avons valide notre modele de 
reticulation non biologique par des experiences sur des tendons reticules in vivo preleves 
chez des souris de types sauvages et des souris diabetiques. Les differents parametres 
mecaniques sont affectes de la meme facon que dans le modele de reticulation avec le 
glutaraldehyde (Figure 17 vs 18). On peut done affirmer que les AGEs, formes dans des 
cas pathologique comme le diabete, peuvent causer des reticulations qui affectent la 
mecanique generate des tissus a base de collagene. Puisque le collagene est une proteine 
majeure de la structure des vaisseaux sanguins, sa la reticulation peut affecter les 
proprietes mecaniques des vaisseaux. Des experiences preliminaires nous ont permis de 
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suggerer une mecanique d'elongation tres similaire sur des aortes prelevees chez des 
souris. 
Malgre tout, la mesure des parametres de ruptures, de rigidite et de relaxation dans la 
phase lineaire reflete qu'une partie de la mecanique physiologique des tissus a base de 
collagene puisque la region d'elongation normale se situe dans la phase «Toe» 
(BARBUCCI, ; HAMMER, 2007). Afin de comprendre la mecanique de la region 
« Toe », nous avons effectue differentes series de mesures dans un regime de force 
inferieur a 1 MPa. Nous avons determine que l'aire sous la courbe du stress en fonction 
de 1'elongation nominale represente l'energie necessaire a la deformation selon la surface 
axiale d'un tendon. L'energie de deformation des tissus natifs est de 22 ± 1 J/m2 alors 
qu'elle passe a 43 ± 2 J/m2 suite a un traitement au glutaraldehyde (Figure 16). On doit 
done depenser deux fois plus d'energie pour deformer un tendon reticule du meme 
facteur qu'un tendon natif. Nathan et al. reporte une augmentation de l'energie de 
rupture de tendons selon l'age chez des rats (NATHAN et al, 1978). A la lumiere de 
tout cela, il est possible de concevoir que l'energie de deformation represente la 
compliance qui est la capacite entre autre des vaisseaux a s'expandre en reponse a une 
augmentation de pression. En effet, dans le systeme sanguin, la compliance est la 
capacite des vaisseaux a se deformer par la pression sanguine. La diminution de la 
compliance augmente les risques d'hypertension. Hors, 1'hypertension est l'une des 
complications majeures du diabete ((DOGGRELL, 2001; ZIEMAN et al, 2004)). Les 
AGEs dans des cas d'hyperglycemic chronique comme le diabete peuvent done causer 
une reticulation des tissus vasculaires et diminuer leur compliance ce qui augmente 
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l'incidence d'hypertension chez les diabetiques. De plus, l'energie supplemental 
necessaire a la deformation du tissu vasculaire est donnee par le coeur susceptible 
d'epuisement a long terme (DOGGRELL, 2001). 
Afin de valider le modele de reticulation de la phase « Toe », nous avons etudie le 
phenomene de deformation dans un systeme de glycation in vitro de tissus de collagene. 
De plus, puisque les elongations dans cette phase ne causent aucun changement 
irreversible, nous avons utilise ce modele comme systeme pour tester un agent briseur de 
reticulation. L'incubation des fibres de collagene dans de grandes concentrations de 
glucose augmente leur l'energie de deformation de 46 % en moyenne (Figure 20). Un 
traitement subsequent au PTB (VASAN et al, 1996), un agent briseur de reticulations 
causees par les AGEs, abaisse l'energie de deformation de 35 % (Figure 20). Ceci nous 
permet de conclure sur'deux points. Premierement, puisque le PTB est specifique a la 
reticulation causee par les AGEs, il y a done formation de ces reticulations lorsque les 
tissus sont exposes au glucose. Deuxiemement, il est possible de renverser leurs effets 
par des interventions pharmacologiques. Par contre, le PTB est peu stable en solution 
aqueuse et sont efficacite in vivo est continuellement remis en question (THORNALLEY 
et al., 1999; YANG et al, 2003). Le developpement de derive comme la ALT-711 est 
toutefois extremement prometteur et retablie justement la compliance chez les patients 
atteint d'hypertension (KASS et al., 2001). 
Nous avons par ailleurs detecte la presence de AGEs sur ces fibres de collagene par 
immunofluorescence indirecte (Figure 19). Ceci nous permet une evaluation qualitative 
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de leur formation sur les tissus de collagene. Par contre, l'epitope majoritairement 
reconnu par l'anticorps est le CML qui n'est pas une structure de AGEs reticulante. Par 
contre, nous avons observe une resistance des tissus reticules a la denaturation. Ceux-ci 
demeurent intacts sur une periode prolongee allant jusqu'a plusieurs mois alors que les 
tissus natifs se degradent en un enchevetrement de fibrilles. Nous pouvons done 
supposer qu'il y a egalement formation de AGEs reticulants a travers les tissus traites au 
glucose ce qui maintient leur integrite. 
Nous voulions egalement determiner 1' impact de la reticulation sur les monomeres de 
collagene. Avery et al. suggere que la reticulation des tissus de collagene se produit entre 
les monomeres (AVERY et al, 2006). Nous avons effectue deTimagerie a haute 
resolution par microscopic a force atomique sur des fibres de collagene (Figure 21). 
Ceci nous a permis de percevoir des changements structuraux sur les fibrilles sous tension 
par l'augmentation de la periodicite du patron repetitif d'intervalles et de chevauchements 
(Figure 22). Cette structure particuliere est issue de 1'assemblage des monomeres laissant 
des zones d'une densite plus elevee sur les chevauchements et plus faible sur les 
intervalles. L'augmentation de la periodicite se fait d'ailleurs principalement sur les 
intervalles a densite plus faible. De plus, la periodicite augmente en fonction de 
1'elongation appliquee sur l'echantillon. Les mesures de periodicites sur des fibres de 
collagene' reticulees s'averent pour 1'instant peu concluantes et demande une 
investigation plus approfondie. Par contre, nous avons clairement identifie 1'importance 
du phenomene de 1'expansion moleculaire dans la mecanique d'elongation des tissus de 
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coliagene et particulierement dans la phase « Toe » ou I'elongation de sa structure 
correspond a I'elongation appliquee a 1'echantillon. 
Fibrilles Monomeres 
Natif 
Glucose 
PTB 
-
 ;
 .,.j 9 
Figure 3 1 : La reticulation par leg AGEs des difftrents niveau* d© structures 
Le phenomene de glissement est affecte" par la reticulation des AGEs • et pent etre 
renversee par un traitement pharmacologique briseur de reticulation, le PTB • . L'effet 
de la reticulation reste a determiner sur V expansion moleculaire. 
Dans le systdme vasculare, ['endothelium represente la premiere barriere entre le sang et 
les tissus periphenques. II est directement expose aux molecules transporters par le sang 
tel le glucose. L'endothelium est done susceptible de se subir de la glycation. Dans un 
second temps, nous voulions done determiner l'effet de Imposition cfaronique a des 
concentrations pathologiques de glucose sur I'endothelium. En partant de l'hypothese 
que le glucose peut causer des reticulations, nous avons effectue des mesures 
mecaniques sur des cellules endotheliales en cultures comme tissu modele. Nous avons 
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tout d'abord evalue l'effet de la reticulation dans un systeme de reticulation positive au 
glutaraldehyde. Avec la methode de spectroscopic de force derivee de l'AFM, nous 
sommes en mesure de mesurer la force necessaire a la deformation de la membrane d'une 
cellule (Figure 23, a). Ces forces sont converties en module de Young selon le modele 
mathematique de Hertz (RADMACHER et al, 1996) (Figure23, b). Nous determinons le 
module de Young a 300 nm puisque nous voulons isoler la membrane des structures sous 
jacentes tel le noyau tel que discute par le group d'Oberleithner (OBERLEITFINER et al, 
2006). De plus, il etait determine dans le laboratoire qu'une force appliquee a plus de 1 
um perfore la membrane (CUERRIER et al, 2007). Les modules de Young pour les 
cellules endotheliales reportes dans la litterature varient entre 0,1 et 6 kPa 
(STELTENKAMP et al, 2006). De plus, la reticulation au glutaraldehyde peut 
augmenter le module de Young a pres de 20 kPa (STELTENKAMP et al, 2006). Nous 
avons mesure un module de Young de 1, 057 ± 0,031 kPa sur nos cellules natives et une 
augmentation fulgurante a 4,726 ± 0,383 kPa apres un traitement au glutaraldehyde. La 
reticulation change done la rigidite de la membrane des cellules endotheliales. 
Nous avons par la suite procede a des experiences d'exposition chronique au glucose sur 
les cellules endotheliales. Nous avons d'ailleurs controle la presence de AGEs sur les 
cellules par immunofluorescence. Dans la figure 24 nous observons un marquage des 
AGEs beaucoup plus intense suite a l'exposition a de fortes concentrations de glucose. 
Par contre, l'epitope de l'anticorps est le CML qui n'est pas un AGEs reticulant. II nous 
apparait tout de meme claire que les structures reticulantes peuvent aussi se former. 
L'immunofluorescence presente aussi l'opportunite de colocaliser differents marquages 
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fluorescents pour determiner quelles sont les structures qui subissent la glycation. 
Puisque l'actine est un constituant majeur du cytosquelette, nous avons evalue sa 
localisation par rapport au AGEs. Les cellules sont done aussi marquees a la phalloi'dine 
Texas Red, agent de fixation du cytosquelette d'actine. Nous n'avons observe aucune 
correlation entre les AGEs avec le cytosquelette d'actine ce qui suggere que la F-actine 
n'est pas une cible du glucose pour former des AGEs. Kueper et al. ont reporte qu'il 
n'y avait aucune glycation sur l'actine, mais ils indiquent la vimentine, une proteine des 
filaments intermediaires, comme une cible majeure des AGEs dans des fibroblastes 
humain (KUEPER et al, 2008; KUEPER et al, 2007). Afin de determiner quelles 
structures subissent la reticulation, il sera interessant de verifier la glycation de la 
vimentine dans notre ligne cellulaire suite a une exposition chronique a de fortes 
concentrations de glucose dans des travaux a venir. 
Nous avons mesure les changements de rigidites membranaires suite a l'exposition 
chronique a differentes concentrations de glucose par spectroscopie de force. On 
retrouve une rigidite membranaire augmentee par les mesures des modules de Young a 
1,418 ± 0,044 kPa apres une exposition a 40 mM de glucose et une augmentation a 1,572 
± 58 kPa a 80 mM de glucose si on les compare a 1,055 ± 0,031 kPa du groupe controle 
expose a 5 mM. Par contre, nous n'avons pas evalue la rigidite des cellules endotheliales 
suite a un traitement au PTB puisque celui-ci induit une reponse mecanique des cellules. 
La reticulation par les AGEs pourrait done etre associee a des changements structuraux 
qui affectent la rigidite des cellules endotheliales. Ces modifications peuvent avoir 
d'importantes consequences sur les fonctions des cellules endotheliales notamment dans 
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la microcirculation. A ce niveau la cellule endotheliale est la seule structure qui assure la 
circulation. La modification de sa rigidite peut grandement interferer avec les echanges 
sanguins. 
Afm de valider nos observations de 1'elevation de la rigidite par la reticulation des AGEs, 
nous avons identifie deux autres phenomenes qui modifient les proprietes mecaniques de 
la membrane. Dans un premier temps, Steltenkamp et al. rapportent qu'un accroissement 
de l'osmolarite augmente le module de Young des membranes (STELTENKAMP et al, 
2006). L'elevation de rigidite pourrait done aussi etre causee par une modification de 
l'osmolarite de 5 mM a 40 ou 80 raM de glucose. Pour controler cet effet, nous avons 
mesure la rigidite des cellules endotheliales 3, 6, et 24 heures apres un changement de 
milieu de 5 mM a 80 mM de glucose et nous n'avons observe aucun changement 
significatif de la rigidite des cellules. Suite a cette observation, nous avons determine que 
l'osmolarite n'est done pas une cause de l'augmentation de la rigidite de nos cellules. 
La seconde hypothese porte sur une stimulation en continue du recepteur RAGE. En 
effet, plusieurs etudes montrent que l'effet de la liaison d'un ligand AGE au recepteur 
RAGE entraine une serie d'evenement dont l'augmentation du stress oxydatif, ce qui 
modifie plusieurs elements de la cellule et mene a des dysfonctions endotheliales 
(WAUTIER et al, 2004). Pour examiner cette hypothese nous avons verifie 1'expression 
du recepteur RAGE par la lignee de cellules endotheliales EAhy 926. Nous avons 
detecte differentes isoformes du recepteur, mais nous ne les avons pas identifiees (Figure 
26). L'anticorps utiliser recommit la partie N-terminal done il est possible de reconnaitre 
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la forme dominante negative (dnRAGE) et la forme soluble (sRAGE) en plus de la forme 
complete du recepteur. Nous assumons que la forme complete est exprimee chez notre 
lignee cellulaire. Nous avons ensuite prepare deux agonistes AGEs differents soit le 
AGE-BSA et le AGE-BSA-Lys. Leur poids moleculaire a ete evalue par migration 
differentielle sur SDS-PAGE (Figure 27). Nous avons determine un poids moleculaire de 
65 kDa pour la BSA seule et une augmentation a 67 kDa pour le AGE-BSA et a 68 pour 
le AGE-BSA-Lys. L'albumine compte 61 lysines et 26 arginines. Thornalley rapporte la 
formation de AGE-BSA comptant jusqu'a 54 modifications dont la majorite sont des 
CML (THORNALLEY, 1998). Dans le AGE-BSA prepare, on peut evaluer a environ 40 
modifications CML sur la structure de la BSA. De plus, nous supposons que le AGE-
BSA forme plus de AGEs simples comme le CML et que l'ajout de lysine en solution 
provoque la formation de AGEs plus complexes comme le MOLD pour le AGE-BSA-
Lys. A partir du poids moleculaire observe, le AGE-BSA-Lys peut contenir jusqu'a 18 
modifications reticulantes MOLD. Nous avons confirme la formation de AGEs 
complexes et fluorescent par autofluorescencce (Figure 28). II y a une augmentation de 
1'auto fluorescence de AGE-BSA-Lys par rapport a AGE-BSA ce qui indique 
effectivement la presence de AGEs plus complexe possedant une autofluorescence. Par 
contre, nous n'avons pas observe la formation de dimeres reticules dans aucun des 
agonistes prepares. De plus, il serait possible de determiner la nature de la complexity 
des structures par spectroscopie de masse. 
Finalement, afin d'evaluer l'impact de la stimulation du recepteur RAGE sur le 
changement des proprietes mecaniques de la membrane des cellules endotheliales, nous 
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avons observe la reponse des cellules suite a une stimulation a divers agonistes AGEs 
(Figure 29). Les cellules stimulees au AGEs semblent reagir en se conlractant. Ceci 
s'observe par ['augmentation de 1'espace intercellulaire. Plusieurs etudes ont par ailleurs 
rapporte que la stimulation du recepteur RAGE augmentait la permeabilite endotheliale 
(ESPOSITO et al., 1989; WAUTIER et al, 1996). De plus, les cellules exposees a 
1'agoniste AGE-BSA se contractent beaucoup plus que celles stimulees par le AGE-BSA-
Lys. Nous pensons que le AGE-BSA comporte beaucoup plus de CML qui est une 
structure pnysiologiquement active et reconnue par le recepteur (IKEDA et al, 1996; 
REDDY era/., 1995). 
Osmolality Reticulation par les AGEs Stimulation du recepteur RAGE 
Figure 32 : Ph6nom&nes pouvant affectcr la rigidity membranaire 
La reticulation par les AGEs • de la membrane et d'autres elements de la structure 
cellulaire comme le cytosquelette augmente la rigidite de la cellule, mais d'autres 
phenomdnes comme f activation du recepteur RAGE par les AGEs peuvent aussi enter 
enjeux. 
En perspective, il sera necessaire d'identifier quelles structures cellulaires sont affectees 
par la reticulation des AGEs pour mieux comprendre les mecanismes de rigidification des 
cellules endotheliales. La vimentine a d'ailleurs 6ti identifiee comme une cible des 
AGEs. Des experiences plus poussees en modulant 1'expression de la vimentine, par 
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ARN interference par exemple, pourraient repondre a cette question. II faudra egalement 
effectuer des mesures de rigidite membranaire des cellules endotheliales suite a une 
stimulation par des agonistes AGEs. II sera egalement interessant d'identifier les voies 
de signalisations activees suite a la stimulation du recepteur RAGE impliquees dans la 
contraction des cellules endotheliale. Des experiences preliminaires par la technique de 
resonance de plasmons de surface nous indiquent des resultats similaires a nos 
observations par microscopie a contraste de phase. Cette methode est par ailleurs 
beaucoup plus sensible et permet la mesure quantitative de ces mouvements 
membranaires. L'utilisation d'inhibiteurs des voies de signalisations connues du 
recepteur RAGE pourrait nous permettre d'interrompre la rigidification associee a la 
contraction des cellules endotheliales. De la meme facon, l'utilisation d'antagonistes du 
recepteur RAGE comme l'heparine de faible poids moleculaire nous apportera des 
reponses importantes dans le contexte de la rigidite membranaire. L'etude de la 
formation des AGEs sur les cellules endotheliale suite a des traitements a l'aide 
d'inhibiteurs comme l'aminoguanidine ou d'agent briseur de reticulation comme le 
ALT-711 nous permettra d'evaluer revolution du phenomene de rigidification 
membranaire. 
Pour les tissus de collagene, la prochaine etape est de passer a un niveau de complexite 
superieur. Des experiences preliminaires sur des tissus vasculaires de souris nous 
montrent une mecanique tres similaire. Des traitements reticulant, d'inhibiteurs ou 
briseurs des AGEs sur ces tissus vasculaires apporteront des elements de reponses 
essentiels pour l'explication du phenomene de rigidification vasculaires. De plus, il sera 
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interessant d'etudier les medanismes moleculaires de la glycation entre autre par la 
mesure de 1'expansion des monomeres sous tension suite a des traitements reticulant par 
microscopie a force atomique. 
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7- Conclusion 
En conclusion, nos resultats indiquent que les AGEs affectent les differentes structures 
biologiques qui composent les vaisseaux sanguins comme les cellules endotheliales et le 
collagene. Nous avons mesure des changements biomecaniques de tissus de collagene et 
des cellules endotheliales. Nous avons observe que la reticulation modifie la mecanique 
des tissus de collagene. De plus, le glucose, par rentremise de la glycation, peut-etre la 
source de reticulations. Suite a ces etudes nous sommes en mesure de mieux comprendre 
la mecanique macroscopique des tissus de collagene et aussi la mecanique 
microscopique voir nanoscopique des fibres de collagene. Nous pouvons affirmer que 
1'impact des AGEs sur des fibres de collagene peut se refleter dans la dynamique globale 
d'un systeme comme les arteres et les veines. La reticulation dans des cas pathologiques 
comme le diabete sont des causes directes de complications circulatoires. La reticulation 
par les AGEs cause une rigidification et une diminution de la compliance des vaisseaux. 
De plus, nous avons observe que les AGEs pouvaient egalement affecter l'endothelium. 
Leurs effets directs par la reticulation ou indirects par la signalisation du recepteur RAGE 
entrainent des changements structuraux qui peuvent affecter les fonctions des cellules 
endotheliales. Les dysfonctions endotheliales sont directement liees aux complications 
du diabete comme l'arteriosclerose. Le changement de la rigidite cellulaire dans la 
microcirculation peut changer dramatiquement l'efficacite des echanges avec les tissus 
peripheriques. L'intervention pharmacologique nous permettra dans le futur de prevenir 
ou de renverser ces effets nefastes peut-etre un peu grace a une meilleure comprehension 
de la mecanique des AGEs. 
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